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Detection system for the study of biological sam pies, comprising the breakdown of light emerging from 
sample points or point distributions to form an lambda stack, where the spectral distribution is measured 
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co-ordinates and/or the measurement time, to be stored in memory, is new. 
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(54) Verfahren in der Fluoreszenzmikroskopie zur Untersuchung von Proben mit 
Mehrfachfluorophoren 



(57) Verfahren in der Fluoreszenzmikroskopie zur 
Untersuchung von Proben mit Mehrfachfluorophoren, 
wobei fur Probenpunkte oder Punktverteilungen eine 
spektrale Aufspaltung der von der Probe kommenden 
Strahlung erfolgt, 

vorzugsweise zum Betrieb eines Laser-Scanning - Mi- 
kroskopes oder einer Fluoreszenz-Screeninganord- 
nung oder eines DurchfluBzytometers, 
wobei ein X- stack erzeugt wird, indem die spektrale Ver- 
teilung pro Bildpunkt mit einzelnen Detektionskanalen 



gemessen wird und die Signale der Detektionssignaie 
mit mindestens einer der Ortskoordinaten x,y oder z 
und/ oder dem MeGzeitpunkt zugeordnet abgespeichert 
werden urid uber einer Farbe oder einem Spektralbe- 
reich zugeordnete Bildkanale und farblicher Zuordnung 
Falschfarbenbilder erzeugt werden, 
wobei uber Eingabemittel oder automat isch ROI als in- 
teressierende Probengebiete markiert werden konnen. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren in 
der Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere der Laser 
Scanning Mikroskopie, der Fluoreszenz-Korrelations- 
spektroskopie und der Scanning Nahfeldmikroskopie, 
zur Untersuchung von vorwiegend biologischen Pro- 
ben, Praparaten und zugehorigen Komponenten. Mit 
eingeschlossen sind auf Flubre^szenzdeteMbn b~asie- 
renden Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen (High 
Throughput Sceening). Durch den Ubergang von der 
Detektion von wenigen breiten spektralen Farbstoffban- 
dern zur simultanen Aufnahme kompletter Spektren er- 
offnen sich neue Moglichkeiten bei der Identifikation, 
Separation und Zuordnung der meist analytischen oder 
funktionalen Probeneigenschaften zu raumlichen Teil- 
strukturen oder dynamischen Prozessen. Simultan-Un- 
tersuchungen von Proben mit Mehrfachfluorophoren 
werden dam it bei uberiappenden Fluoreszenzspektren 
auch in raumlichen Strukturen von dicken Proben mog- 
lich. 

Stand der Technik 

[0002] Ein kiassisches Anwendungsgebiet der Licht- 
mikroskopiezur Untersuchung von biologischen Prapa- 
raten ist die Fluoreszenzmikroskopie (Lit.: Pawley, 
"Handbook of biological confocal Microscopy"; Plenum 
Press 1995). Hierbei werden bestimmte Farbstoffe zur 
spezifischen Markierung von Zellteilen verwendet. 
Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie 
regen die Farbstoffmolekule durch die Absorption eines 
Photons aus dem Grundzustand in einen angeregten 
Zustand an. Diese Anregung wird meist als Einphoto- 
nen-Absorption bezeichnet ( Abb. 1a ). Die so angereg- 
ten Farbstoffmolekule konnen auf verschiedene Weise 
in den Grundzustand zuruck gelangen. In der Fluores- 
zenzmikroskopie ist der Ubergang unter Aussendung 
eines Fluoreszenzphotons am wichtigsten. Die Welien- 
lange des emittierten Photons ist aufgrund der Stokes- 
verschiebung im Vergleich zur Anregungsstrahlung ge- 
nerell rot verschoben, besitzt also eine groBere Wellen- 
lange. Die Stokesverschiebung ermoglicht die Tren- 
nung der Fluoreszenzstrahiung von der Anregungs- 
strahlung. 

Das Fluoreszenzlicht wird mitgeeigneten dichroitischen 
Strahlteilern in Kombination mit Blockfiltern von der An- 
regungsstrahlung abgespalten und getrennt beobach- 
tet. Dadurch ist die Darstellung einzelner, mit verschie- 
denen Farbstoffen eingefarbten Zellteilen, moglich. 
Grundsatzlich konnen jedoch auch mehrere Teiie eines 
Praparates gleichzeitig mit verschiedenen sich spezi- 
fisch anlagernden Farbstoffen eingefarbt werden 
(Mehrfachfluoreszenz). Zur Unterscheidung, der von 
den einzelnen Farbstoffen ausgesendeten Fluores- 
zenzsignale, werden wiederum spezielle dichroitischen 
Strahlteiler verwendet. 

[0003] Neben der Anregung der Farbstoffmolekule 



mit einem hochenergetischen Photon (Einphotonen- 
Absorption) ist auch eine Anregung mit mehreren Pho- 
tonen geringerer Energie moglich ( Abb. 1b). Die Sum- 
me der Energien der Einzelphotonen entspricht hierbei 

5 ungefahr einem Vielfachen des hochenergetischen 
Photons. Diese Art der Anregung der Farbstoffe wird als 
Mehrphotonen-Absorption bezeichnet (Lit.: Corie, Kino; 
"Confocal Scanning Optical Microscopy and Related 
Imaging System's" ;"Acad em ic Press 7 ! 996)". Die Farb : 

10 stoffemission wird durch diese Art der Anregung jedoch 
nicht beeinf luBt, d.h. das Emissionsspektrum erfahrt bei 
der Mehrphotonen-Absorption einen negativen Stokes- 
shift, besitzt also eine geringere Welleniange im Ver- 
gleich zur Anregungsstrahlung. DieTrennung der Anre- 

15 gungs- von der Emissionsstrahlung erfolgt in der glei- 
chen Art und Weise wie bei der Einphotonen-Absorpti- 
on. 

[0004] Der Stand der Technik soli im folgenden bei- 
spielhaft anhand eines konfokalen Laser-Scanning- Mi- 

20 kroskopes (LSM) erlautert werden ( Abb. 2). 

[0005] Ein LSM gliedert sich im wesentlichen in 4 Mo- 
dule: Lichtquelle, Scanmodul, Detektionseinheitund Mi- 
kroskop. Diese Module werden im folgenden naher be- 
schrieben. Es wird zusatzlich auf DE19702753A1 ver- 

25 wiesen. 

[0006] Zur spezifischen Anregung der verschiedenen 
Farbstoffe in einem Praparat werden in einem LSM La- 
ser mit verschiedenen Welieniangen eingesetzt. Die 
Wan! der Anregungswellenlange richtet sich nach den 

30 Absorptionseigenschaften der zu untersuchenden 
Farbstoffe. Die Anregungsstrahlung wird im Lichtquel- 
lenmodul erzeugt. Zum Einsatz kommen hierbei ver- 
schiedene Laser (Argon, Argon Krypton, TiSa-Laser). 
Weiterhin erfolgt im Lichtquellenmodul die Selektion der 

35 Welieniangen und die Einstellung der Intensitat der be- 
notigten Anregungswellenlange, z.B. durch den Einsatz 
eines akusto optischen Kristalls. AnschlieBend gelangt 
die Laserstrahlung uber eine Faser oder eine geeignete 
Spiegelanordnung in das Scanmodul. 

40 Die in der Lichtquelle erzeugte Laserstrahlung wird mit 
Hilfe des Objektivs beugungsbegrenzt uber die Scan- 
ner, die Scanoptik und die Tubuslinse in das Praparat 
fokussiert. Die Scanner rastern punktformig die Probe 
in x-y-Richtung ab. Die Pixelverweilzeiten beim Scan- 
nen liber die Probe liegen meist im Bereich von weniger 
als einer Mikrosekunde bis zu einigen Sekunden. 
Bei einer konfokalen Detektion (descanned Detektion) 
des Fluoreszenzlichtes, gelangt das Licht, das aus der 
Fokusebene (Specimen) und aus den daruber- und dar- 

50 unterliegenden Ebenen emittiert wird, uber die Scanner 
auf einen dichroitischen Strahlteiler (MDB). Dieser 
trennt das Fluoreszenzlicht vom Anregungslicht. An- 
schlieBend wird das Fluoreszenzlicht auf eine Blende 
(konfokale Blende / Pinhole) fokussiert, die sich genau 

55 in einer zur Fokusebene konjugierten Ebene befindet. 
Dadurch werden Fluoreszenzlichtanteile auBerhalb des 
Fokus unterdriickt. Durch Variieren der BlendengroBe 
kann die optische Auflosung des Mikroskops eingestellt 
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werden. Hinter der Blende befindet sich ein weiterer di- 
chroitischer Blockfitter (EF) der nochmals die Anre- 
gungsstrahlung unterdruckt. Nach Passieren des Block- 
filters wird das Fluoreszenzlicht mittels eines Punktde- 
tektors (PMT) gemessen. 

Bei Verwendung einer Mehrphotonen-Absorption er- 
folgt die Anregung der Farbstofffluoreszenz in einem 
kleihen Volumen in dem die Anregungsintensitat beson- 
ders hoch ist. Dieser Bereich ist nur unwesentlich gro- 
wer als der detektierte Bereich bei Verwendung einer 
konfokalen Anordnung. Der Einsatz einer konfokalen 
Blende kann somit entfallen und die Detektion kann di- 
rekt nach dem Objektiv erfolgen (non descanned Detek- 
tion). 

[0007] In einer weiteren Anordnung zur Detektion ei- 
ner durch Mehrphotonenabsorption angeregten Farb- 
stofffluoreszenz erfblgt werterhin eine descanned De- 
tektion, jedoch wird diesmal die Pupille des Objektives 
in die Deteklionseinheit abgebildel (nichtkonfokal des- 
canned Detektion). 

[0008] Von einem dreidimensional ausgeleuchteten 
Bild wird durch beide Detektionsanordnungen in Verbin- 
dung mit der entsprechenden Einphotonen bzw. Mehr- 
photonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schnitt) 
wiedergegeben, die sich in der Fokusebene des Objek- 
tivs befindet. Durch die Aufzeichnung mehrerer opti- 
sche Schnitte in der x-y Ebene in verschiedenen Tlefen 
z der Probe kann anschlieBend rechnergestutzt ein drei- 
dimensionales Bild der Probe generiert werden. 
Das LSM ist somit zur Untersuchung von dicken Prapa- 
raten geeignet. Die Anregungswellenlangen werden 
durch den verwendeten Farbstoff mit seinen spezifi- 
schen Absorptionseigenschaften bestimmt. Auf die 
Emissionseigenschaften des Farbstoffes abgestimmte 
dichrbitische Filter stellen sicher, daB nur das vorn je- 
weiligen Farbstoff ausgesendete Huoreszerizlicht vom 
Punktdetektor gemessen wird. 

[0009] In biomedizinischen Applikationen werden zur 
Zeit mehrere verschiedene Zellregionen mit verschie- 
denen Farbstoff en gleichzeitig markiert (Multifluores- 
zenz). Die einzelnen Farbstoffe konnen mit den Stand 
der Technik entweder aufgrund verschiedener Absorp- 
tionseigenschaften oder Emissionseigenschaften 
(Spektren) getrennt nachgewiesen werden (Abb 3a) . 
Abb.3a zeigt die Emissionsspektren von verschiedenen 
typischen Farbstoffen. Aufgetragen ist das Emissions- 
signal in Abhangigkeit von der Wellenlange. Zu erken- 
nen ist, da(3 sich die mit 1 bis 4 bezeichneten Farbstoffe 
in der Lage und Form ihrer Emissionsspektren unter- 
scheiden. 

Zum getrennten Nachweis erfolgt eine zusatzliche Auf- 
spaltung des Fluoreszenzlichts von mehroren Farbstof- 
fen mit den Nebenstrahlteilern (DBS) und eine getrenn- 
te Detektion der einzelnen Farbstoffemissionen in ver- 
schiedenen Punktdetektoren (PMT x). 
Die Emissionsspektren verschiedener in Abb. 3b darge- 
stellter Farbstoffe konnen sich auch stark uberlagern, 
so dass eine Trennung der Emissionssignale verschie- 



dener Farbstoffe mit DBS schwierig ist. Besitzen die 
Farbstoffe jedoch verschiedene Absorptionseigen- 
schaften.. so konnen sie selektiv mit einem Multitracking 
Verfahren wie in DE CZ7302 beschrieben angeregt wer- 
5 den. Abb.3b zeigt die Emissionssignale in Abhangigkeit 
von der Wellenlange fur die Farbstoffe CFP und Cy- 
an-FP, wobei mit zwei Laserlinien bei 458 nm und 488 
nm angeregt wurde. Diese Farbstoffe sind zur Untersu- 
chung von Lebendpraparaten besonders geeignet. da 
10 sie keine toxischen Wirkungen auf die zu untersuchen- 
den Proben ausuben. Urn beide Farbstoffe CFP, CFT 
moglichst effizient detektieren zu konnen, wird in einer 
Scanrichtung CFPmit einerWellenlange von 458nm an- 
geregt und die Fluoreszenz von 460-550 nm detektiert. 

*5 Auf dem Ruckweg des Scanners erfolgt die selektive 
Anregung von GFP mit 488nm und eine Detektion des 
WelleniSngenbereiches von 490 - 650 nm. 
[0010] Ist die Lage des Emissionsspektrums der ver- 
wendeten Farbstoffe unbekannl oder tritl eine von der 

20 Umgebung (innerhalb und auf3erhalb der Probe: Tem- 
peratur Konzentration, pH-Wert) abhangige Verschie- 
bung des Emissionsspektrums (Abb. 3c) auf. so ist eine 
effiziente Detektion der Farbstofffluoreszenzen nur be- 
dingt moglich. In Abb. 3c ist wiederum das Emissions- 

25 signal in Abhangigkeit von der Wellenlange dargestellt. 
Die Wellenlangenverschiebung kann bis zu mehreren 
10 nm betragen. Zur Vermessung des Emissionsspek- 
trums in der Probe werden heutzutage Spektrometer 
auch in Verbindung mit einem LSM eingesetzt. Hierbei 

30 wird statt eines Punktdetektors ein herkommliches 
meist hochauflosendes Spektrometer verwendet (Pa- 
tent Dixon, et al. US 5,192,980). Diese konnen jedoch 
nur punktuell oder gemittelt iiber ein Gebiet ein Emissi- 
onsspektrum aufzeichnen. Es handeltsich also urn eine 

35 Art der Spektroskopie. 

In einer weiteren Applikation der Fluoreszenzmikrosko- 
pie wird die lohenkonzentration (z.B.: Ca + , K+ Mg 2+ , 
ZN + ....) insbesondere in biologischen Praparaten be- 
stimmt. Hierzu werden spezielie Farbstoffe oder Farb- 

40 stoffkombinationen (z.B. Fura, Indo, Fluo; Molecular 
Probes, Inc.) verwendet, die eine spektrale Verschie- 
bung in Abhangigkeit von der lonen konzentration be- 
sitzen. Abb. 4a) zeigt die Emissionsspektren von Indo- 
1 in Abhangigkeit von der Konzentration der Kalzium- 

45 lonen. Abb. 4b) zeigt ein Beispiel fur die Emissionsspek- 
tren in Abhangigkeit von der Kalzi urn Ion en konzentrati- 
on bei Verwendung der Kombinalion von Fluo-3 und Fu- 
ra Red-Farbstoffen. Diese speziellen Farbstoffe werden 
als Emissionsratiofarbstoffebezeichnet. Summiert man 

50 die beiden in Abb. 4a dargestellten Fluoreszenzberei- 
che und bildet das Verhaltnis (Ratio) beider Intensitaten, 
so kann auf die entsprechende lonenkonzentration 
ruckgeschlossen werden. Meist werden bei diesen 
Messungen dynamische Anderung der lonenkonzentra- 

55 tion in Lebendpraparaten untersucht, die eine Zeitauf- 
losung von weniger als einer Millisekunde erfordern. 
Ein bei Multifluoreszenz-Aufnahmen storender und un- 
erwiinschter Effekt sind Uberlagerungen durch Hinter- 
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grundsignale. Dies konnen Reflexionen einzelner Laser 
von der Probe oder auch breitbandige Autofluoreszenz- 
signale von Probenbestandteilen sein, die die spektra- 
len Signaturen der zu untersuchenden fluoreszenzmar- 
kierten Probenstellen uberlagern und damit deren Un- 
tersuchung erschweren, teilweise sogar verhindern. 
[0011] DurchfluBzytometer dienen der Untersuchung 
und der Klassifikation von Zellen und anderen Partikeln. 
Die^ZeMleTTbefindelTsic^ 

lost und werden durch eine Kapiilare gepumpt. Zur Un- 
tersuchung der Zellen wird ein Laserstrahl von der Seite 
in die Kapiilare fokussiert. Die Zellen sind mit verschie- 
denen Farbstoffen oderfluoreszierenden Biomolekulen 
gefarbt. Gemessen wird das angeregte Fluoreszenz- 
licht und das ruckgestreute Anregungslicht. Der Stand 
derTechnik ist in "Flow Cytometry and Sorting", Second 
Edition, M.R. Melamed, T. Lindmo, M.L. Mendelsohn, 
Eds. Wiley & Sons, Inc. New York, 1990, pp81-107 be- 
schrieben. 

Aus dem ruckgestreute n Signal kann die GroBe der Zel- 
len bestimmt werden. Mit Hilfe der Spektraleigenschaf- 
ten der Fluoreszenz einzelner Zellen konnen verschie- 
dene Zellen separiert/sortiert oder getrennt gezahlt wer- 
den. Die Sortierung derZellen erfolgt mit einem elektro- 
statischen Feld in verschiedene Kapillaren. Das Ergeb- 
nis, d.h. z.B. die Anzahl der Zellen mit Farbstoff A im 
Vergleich zu Zellen mit Farbstoff B wird haufig in Histo- 
grammen dargestellt. DieDurchfluBgeschwindigkeitbe- 
tragt typischerweise einige 10-100 cm/s. Deshalb wird 
eine hochempfindliche Detektion benotigt. Zur Ein- 
schrankung des Detektionsvolumens erfolgt nach dem 
Stand derTechnik eine konfokale Detektion. 
Die Genauigkeit der DurchfluBrnessung wird von ver- 
schiedenen Faktoren beeinfluBt. Diese sind zum Bei- 
spiel nicht spezifische Fluoreszenzen, Autofluoreszen- 
zen von Zellen, Fluoreszenzen von Optikkompbnenten 
und Rauschen der verwendeten Detektoren. 
Aufgabe der Erfindung sind neue Methoden zur flexi- 
blen undfreiprogrammierbaren Detektion, mit der Farb- 
stoffe, die sich in ihren Absorptions und Emissionseigen- 
schaften nur wenig unterscheiden, getrennt in einem 
bildgebenden Mikroskopsystem gemessen und darge- 
stellt werden konnen. Ein Ubersprechen zwischen den 
einzelnen Farbstoffen soil mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren sicher erkannt und durch Datenprozessie- 
rung eliminiert werden. 

Diese Methoden sind in bildgebenden wie in analyti- 
schen Mikroskopiersystemen einsetzbar. DieMikrosko- 
psysteme sind bildgebende Systeme wie Laser-Scan- 
ning-Mikroskope zur dreidimensionalen Untersuchung 
von biologischen Praparaten mit einer optischen Auflo- 
sung bis zu 200 nm, Scanning-Nahfeld-Mikroskope zur 
hochaufgelosten Untersuchung von Oberflachen mit ei- 
ner Auflosung von bis zu 10 nm. Fluoreszenzkorrelati- 
ons-Mikroskope zur quantitativen Bestimmung von Mo- 
lekulkonzentrationen und zur Vermessung von Molekul- 
Diffussionen. Werterhin sind auf Fluoreszenzdetektion 
basierende Verfahren zum Screenen von Farbstoffen 



und Verfahren zur DurchfluBzytometrie eingeschlos- 
sen. 

In all den o.g. Systemen werden Fluoreszenzfarbstoffe 
zur spezifischen Markierung der Praparate eingesetzt. 

5 Die o.g. Aufgabe wird durch Verfahren und Anordnun- 
gen gemaB den unabhangigen Patentanspruchen ge- 
lost. Bevorzugte Weiterbildungen sind Gegenstand der 
abhangigen Anspriiche. 

~ DuTcrT^ie~erfih^uhgsgemaB^ RoTTnen die 

10 Anzahl der simultan einsetzbaren Farbstoff signaturen, 
d.h. die Anzahl der simultan untersuchbaren Eigen- 
schaften beispielsweise von Zellen erhoht werden. Bei 
sich stark uberiappenden Spektralsignaturen der ein- 
zelnen Farbstoffe muB nach dem Stand derTechnik der 

15 Wellenlangenbereich zur getrennten Detektion der 
Fluoreszenzsignale einzelner Farbstoffe eingeschrankt 
werden. Dadurch verringert sich die Empfindlichkelt der 
Detektion, d.h. zu einem erhohten Rauschen der Detek- 
toren, da hohere Verslarkungen genutzl werden. Dies 

20 wird durch die erfindungsgemaBen Verfahren verhin- 
dert. Weiterhin konnen nichtspezifische Fluoreszenzsi- 
gnale, Autofluoreszenzen und Fluoreszenzen der 
MeBvorrichtung absepariert werden. 

25 Beschreibung der Erfindung 

[0012] Hintergrund des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens ist eine spektral aufgespaltete Detektion der Fluo- 
reszenz. Dazu wird das Emissionsiicht im Scanmodul 

so oder im Mikroskop (bei Mehrphotonen-Absorption) mit 
Hilfe eines Elementes zur Trennung der Anregungs- 
strahlung von. der detektierten Strahlung wie dem 
Hauptfarbteiler (MDB) oder einem AOTF gemaB 
7346DE oder gemaB 7323DE vom Anregungslicht ab- 

35 gespalten. Bei Durch lichtanordnungen kann ein derar- 
tiges Element auch vollig entfallen. Ein Blockschaltbild 
der nun folgenden Detektoreinheit ist in Abb. 5 darge- 
stellt. Das Licht der Probe L wird nun mit Hilfe von einer 
abbildenden Opttk PO bei konfokaler Detektion durch 

40 eine Blende (Pinhole) PH fokussiert, wodurch Fluores- 
zenz, die auBerhalb des Fokus entstand, unterdruckt 
wird. Bei einer nichtdescannten Detektion entfallt die 
Blende. Das Licht wird nun mit Hilfe eines winkeldisper- 
siven Elements Dl in seine Spektralanteile zerlegt. Als 

45 winkeidisperslve Elemente kommen Prismen, Gltter 
und beispielsweise akusto optische Elemente in Frage. 
Das vom dispersiven Element in seine spektralen Kom- 
ponenten aufgespaltete Licht wird im AnschluB auf ei- 
nen Zeilendetektor DE abgebildet. Dieser Zeilendetek- 

50 tor DE miBt also das Emissionssignal in Abhangigkeit 
von der Wellenlange und wandelt dies in elektrische Si- 
gnale ES urn. Zusatzlich kann der Detektionseinheit 
noch ein Linienfilterzur Unterdruckung der Anregungs- 
wellenlangen vorgeschaltet werden. 

55 [0013] Eine mogliche Ausfuhrungsform des opti- 
schen Strahlenganges der in Abb. 5 im Blockschaltbild 
gezeigten Detektoreinheit ist in Abb. 6 dargestellt. Der 
Aufbau beschreibt im wesentlichen einen Cemy Turner 
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Aufbau. Bei einer konfokalen Detektion wird das Licht L 
der Probe mlt der Pinholeoptik PO durch die konfokale 
Blende PH fokusiert. Bei einer nicht descanned Detek- 
tion im Falie einer Mehrphotonen- Absorption kann die- 
se Blende entfallen. Der erste abbildende Spiegel S2 
kollirniert das Fluoreszenzlicht. AnschlieBend trifft das 
Licht auf ein Liniengitter G, beispielsweise ein Gitter mit 
einer Linienzahl von 651 Linien pro mm Das Gitter beugt 
das Licht entsprechend seiner Wellenlange in verschie- 
dene Richtungen. Derzweite abbildende Spiegel S1 fo- 
kussiert die einzelnen spektral aufgespaltenen Wellen- 
langenanteile auf die entsprechenden Kanale des Zel- 
lendetektors DE . Besonders vorteilhaft ist der Einsatz 
eines Zeilen-Sekundarelektronenvervielfachers der Fir- 
ma Hamamatsu H7260. Der Detektor besitzt 32 Kanale 
und eine hone Empfindlichkeit. Der freie Spektralbe- 
reich der oben beschriebenen Ausfuhrungsform betragt 
etwa 350 nm. Der freie Spektralbereich wird in dieser 
Anordnung gleichmaBig auf die 32 Kanale des Zeilen- 
detektors vertejlt, wodurch sich eine optische Auflosung 
von etwa 10 rim ergibt Somit ist diese Anordnung nur 
bedingt zur Spektroskopie geeignet. Jedoch ist ihr Ein- 
satz in einem bildgebenden System vorteilhaft, da das 
Signal pro Detektionskanal aufgrund des relativ breiten 
detektierten Spektralbandes noch relativ groB ist. Eine 
Verschiebung des freien Spektralbereiches kann zu- 
satzlich durch eine Verdrehung um DP beispielsweise 
des'Gitters erfolgen. 

[0014] In den oben beschriebenen Ausfuhrungsform 
(en) detektiert jeder Einzelkanal des Detektors DE ein 
Spektralband des Emissionsspektrums mit einer spek- 
tralen Breite von ca. 1 0 nm. Fur jeden Bildpunkt wird die 
Summe der Spektralkomponenten der einzelnen Farb- 
stoffe, die sich an dem gerade gemessenen Bildpunkt 
befinden, aufgezeichnet. Zusatzlich sind beliebige Ein- 
zelka'nale auch durch den Nutzer mit Hilfes des welter 
unten beschriebenen . Switch register SR abschaltbar. 
Dies ist besonders zur Unterdruckung einer Oder meh- 
rerer Anregungslaserlinien sinnvoll. 
[0015] Eine Anordnung zum Auslesen der Einzelka- 
nale des Detektors DE ist in Abb. 7 schematisch darge- 
stellt. Hierbei wird der an den Anoden eines Mehrka- 
nal-PMT flieBende Strom, jeweils durch den ersten Am- 
plifier A (als StromSpannungswandler geschaltet) in ei- 
ne Spannung gewandelt und verstarkt. Die Spannung 
wird einem Integrator I zugefuhrt der uber eine entspre- 
chende Zeit (z.B. Pixelverweilzeit) das Signal integriert. 
Zur schnelleren Auswertung kann dem Integrator I ein 
Komparator K nach geschaltet werden, der als einfacher 
Komparator eine Schaltschwelle hat, die bei Ober- 
schreitung ein digitales Ausgangssignal erzeugt oder 
der als Fensterkomparator ausgebildet ist und dann ein 
digitales Ausgangssignal bildet, wenn sich das Ein- 
gangssignal zwischen der oberen und unteren Schalt- 
schwelle befindet oder wenn das Eingangssignal auBer- 
halb (unter oder uber) den Schaltschwellen liegt. Die 
Anordnung des Komparators bzw. des Fensterkompa- 
rators kann sowohl vor dem Integrator als auch danach 



erfolgen. Schaltungsanordnungen ohne Integrator (so 
genannter Verstarker-Mode) sind ebenfalls denkbar. 
Bei der Anordnung im Verstarker-Mode ist weiterhin der 
Komparator K auch nach entsprechender Pegeianpas- 

5 sung vorhanden. Der Ausgang des Komparators K dient 
als Steuersignal fur ein Switch-Register SR, das direkt 
die aktiven Kanale schaltet (online) oder der Zustand 
wird dem Computer uber eine zusatzliche Verbindung 
V mitgeteilt, um eine individuelle Auswahl der aktiven 

10 Kanale zu treffen (off-line). Das Ausgangssignal des 
switch-Registers SR wird direkt einem weiteren Verstar- 
ker A1 zur Pegelanpassung, fur die nachfolgende A/ 
D-Wandlung AD zugefuhrt. Die AD gewandelten Werte, 
d.h. das in jedem Bildpunkt gemessene spektral aufge- 

15 loste Fluoreszenzsignal der Probe wird uber eine geeig- 
nete Datenleitung an einen Rechner (PC oder Digital- 
Signal-Prozessor DSP) zur Datenverarbeltung ubertra- 
gen. Aus den einzelnen spektral aufgelost gemessenen 
Bildpunkten werden im AnschluB je nach Scanmode 

20 Lambda Stacks (spektrale Verteilung pro Bildpunkt, 
gemessen mit den Detektionskanalen mit dispersiver 
Aufspaltung der detektierten Strahlung , abgelegt in 
Speicherelementen unter Zuordnung zu mindestens ei- 
ner zusatzlichen ( Bildpunkt) Koordinaten x,y und/ oder 

25 z und/ oder MeBzeitt) mit den zusatzlichen Koordinaten 
x, y, z, Zeit und Lebensdauer gebildet, wobei 

■ X und Y durch SC abgerastert wird 

■ Z beispielsweise durch eine Verschiebung des Pra- 
30 parats entlang der optischen Achse erfolgt 

■ Zeit: die Datenauf nahme zu verschiedenen Zeiten 
erfolgt 

■ Lebensdauer: die Datenauf nahme zeitaufgelost in- 
nerhalb der Fluoreszenziebensdauer erfolgt 

35 

[0016] Zur Vermeidung von Artefakten ist es bei einer 
Fiuoreszenzmessung sinnvoll, das von der Probe ruck- 
gestreute Anregungslicht zu unterdrucken oder zumin- 
destso stark abzuschwachen, dass es kleiner als oder 

40 jn der gleichen GroBenordnung wie das Emissionsma- 
ximum ist. Hierzu kann der oben beschriebene zusatz- 
liche Linienfilter oder ein entsprechend optimierter 
Hauptfarbteiler (MDB) zur optischen Abschwachung 
verwendet werden. Da die spektrale Breite der Anre- 

^5 gungslaserstrahlung sehr viel kleiner als die vom Ein- 
zelkanal detektierte Bandbreite ist, kann die ruckge- 
streute bzw. reflektierte Anregungsstrahlung auch 
durch ein gezieltes Ausschalten des entsprechenden 
Einzelkanals mit dem in Abb. 7 dargestellten SR erfol- 

50 gen. Trifft die Anregungswellenlange auf zwei Detekti- 
onskanale, so kann durch eine Verdrehung des Gitters, 
eine Verschiebung des Zeilendetektor oder eine Verkip- 
pung von S1 oder S2 in Abb. 6 die Anregungslinie so 
verschoben werden, dass sie nur auf einen Detektions- 

55 kanal fallt. 

[0017] In den beide oben beschriebenen Anordnun- 
gen wurde vorzugsweise eine Integratorschaltung zur 
Detektion der Einzelkanalsignale verwendet. Uneinge- 
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schrankt kann jedoch auch eine Photonenzahlung in 
den Einzelkanalen erfolgen und die Photonenzahlen 
addiert werden. 

[0018] Im folgenden werden verschiedene Methoden 
zur Darstellung der Informationen der Probe, d.h. der 
Lambda Stacks beschrieben. 

Ein durch oben beschriebenes Verfahren aufgenomme- 
ner Lambda Stack ist in seiner einfachsten Form ein 
~ Stapel von x~^Bn^errT,~cfie _ d ie "Flu o resze nz i hteh s itats™ 
werte aus benachbarten, sehr schmalen Wellenlangen- 
bereichen enthalten. Komplexere Daten erhalt man 
durch die Kombination der Aufnahme dieser Lambda 
Stacks mit z-Stapeln oder/und Zeitserien. 
[0019] Die Aufbereitung dieser Daten fur den Be- 
trachter kann in verschiedener Weise erfolgen: 

a) Lambda-Maximum-Projektion 

Hier wird ein Graustufen-Bild aus dem Lambda 
Slack erzeugL, indem fur jede x-y-Pixel-PosiLion 
uber die Wellenlangenbereiche der maximale In- 
tensitatswert ermittelt wird, der die Helligkeit des 
entsprechenden Pixels des Projektionsbildes defi- 
niert. 

b) Lambda-Coded-Projektion 

Hierbei wird wie bei a) eine Lambda-Maximum-Pro- 
jektion berechnet und jedes Pixel mit der Farbe ver- 
sehen wird, die der mittleren Wellenlange des Wel- 
lenlangenbereiches entspricht, aus dem das hellste 
Pixel des Lambda Stacks stammt. 

c) Galerie-Ansicht fur einen einfachen Lambda 
Stack (xyA.) 

Hier werden die Einzelbilder des Lambda Stacks 
zumindest teilweise in einer Serie dargestellt. Hier- 
bei kann zusatzlich fur jedes Bild die mittlere Wel- 
lenlange des Bereichs, in dem die Interisitaten auf- 
genommeh wurden, angezeigt werden. 

d) Galerie-Ansicht fur komplexere Lambda Stacks 
Werden xy-Lambda Stacks uber z oder/und uber 
die Zeit aufgenommen, so konnen Schieber ver- 
wendet werden, um in der Galerie die jeweilige Se- 
rie einer z-Ebene Oder etnes Zeitpunktes anzeigen 
zu iassen. In einer anderen Form konnen alle xy- 
Bilder der Aufnahme gleichzeitig dargestellt wer- 
den, indem die spektral uriterschied lichen Bilder in 
Zeilen und die zeitlich bzw. in z-Ebene unterschied- 
iichen Bilder in Spaften dargestellt werden. Es kann 
zwischen folgenden Galerie-Ansichten gewahlt 
werden: xy-A,, xy-z, xy-t, xy-X-z, xy-X-t, xy-z-t; wobei 
man mittels Schiebern durch die jeweils nicht ge- 
nannte Dimension blattem kann. 

Die Kombination von Lambda-Max oderLamb- 
da-Coded-Projektionen mit der Gallerie-Ansicht in 
Zeilen und Spalten ermoglicht' die simultane Dar- 
stellung von xy-z-t-k- Information en. 
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e) Orthogonalschnitte durch Lambda Stacks 
Diese Darstellung zeigt eine selektierte A-Ebene ei- 
nes Lambda Stacks mit jeweils einer horizontalen 
und vertikalen Markierungslinie, die frei positionier- 
bar sind. An diesen Linien wird der Lambda Stack 
durchschnitten und das entstehende Schnittbild ne- 
ben (y-Schnitt) und uber (x-Schnitt) die X-Ebene 
projiziert. Eine Pseudo-Echtfarbkodierung kann op- 
lio'nai" durcfigefufirt wiVclen; " H ierbel~wird Jedem * 
Wellenlangenbereich seine entsprechende Spek- 
tralfarbe zugeordnet. Durch Uberlagerung der ein- 
zelnen Farbanteile in einem Bild entsteht ein farb- 
getreues Abbild der Probe. 



15 [0020] Referenzspektren sind z.B. die Emissions- 
spektren einzefner Farbstoffe in Reinstform, d.h. in L6- 
sungsmittel gelost bzw. gebunden In einzelnen diskre- 
ten Regionen der zu untersuchenden Probe. Die Aus- 
wahl der Regionen zur Generierung der Referenzspek- 

20 tren kann mit den folgenden Verfahren erfolgen. 

Lambda Stacks beinhalten fur jedes Pixel zusatzlich die 
spektrale Information. Abb. 8a zeigt schematisch eine 
Verteilung von verschiedener ROIs (ROI 1-4) in einem 
LSM-Bild, die beispielsweise verschieden angefarbte 

25 Regionen einer Ze|le reprasentieren. In Abb. 8b sind ty- 
pische zugehorige Emissionsspektren 1 -4 mit ihren An- 
regungswellenlangen (L1-L4) dargestellt Die Einstel- 
lung der ROIs durch den Nutzer kann beispielsweise 
wrefolgt geschehen: Nach der Aufnahme eines Lambda 

30 Stacks unter Verwendung aller oder der meisten zum 
Anregen der Farbstoffe in den einzelnen ROl-s notwen- 
digen Anregungslinien konnen Summenkanale zwi- 
schen den einzelnen Anregungslaserlinien gebildet 
werden (L1 bis 12, 12 bis L3, L3 bis L4 und L4 gemaB 

35 Fig. 7b bis zurmaximalen Emissionswellenlange). Diese 
Summenkanale entsprechen Teilen der Fluoreszenz- 
bander der einzelnen Farbstoffe. Weiterhin erfolgteine 
gleichzeitige Summation der Signale verschiedener 
Farbstoffe in gleichen Summenkanalen aufgrund der 

40 starken Oberlagerung. Diese Summenkanale werden 
im AnschluB farbkodiert in verschiedenen Bildkanalen 
abgelegt und miteinander uberlagert dargestellt. Auf- 
grund der verschiedenen lokalen Farbmischungen in 
den Bildkanalen konnen die verschiedenen ROIs durch 

45 den Nutzer Oder durch automatische Mustererkennung 
lokalisiert werden. 

In einem 2. Verfahren zur Einstellung der verschiedenen 
ROIs erfolgt eine Vermessung des Fluoreszenzschwer- 
punktes CZ 7447. Hierzu werden im Detektor alle Ein- 
so zelkanale, die mit Anregungslaserlinien bestrahlt wer- 
den abgeschalten. Jede ROI besitzt aufgrund derver- 
ahderten Emissionseigenschaften der jeweils verwen- 
deten Farbstoffe einen charakteristischen Fluoreszenz- 
schwerpunkt. 

55 Somit konnen die verschiedenen ROIs durch die Lage 
des charakteristischen Farbschwerpunktes unterschie- 
den und getrennt sichtbar gemacht werden. 
[0021] Zur Sichtbarmachung der spektralen Signatu- 
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ren beliebig ausgewahlter Probenstellen kann der Be- 
nutzer die ROI-Funktion einsetzen (ROI: Region Of In- 
terest; s. Abb. 14). Hierbei werden mit einem Zeichen- 
werkzeug 3 (z. B. Polygon, Ellipse oder geschlossener 
Spline) ein Bereich (in Abb. 14 RO1 1 und ROI 2) aufge- 
nommenen Probe im Bild 2 markiert und der Graph der 
entsprechenden spektralen Signatur graphisch (Dia- 
gramm 1) durch Mittelwertbildung der im ROI einge- 
schlossenen x-y-Pixel fur jeden A.-Ebene des Lambda 
Stacks ermittelt werden. 

Prinzipiell konnen mehrere Spektralsignaturen ver- 

schiedener ausgewahlter Probenstellen gleichzeitig 

dargestellt werden, entweder in einem gemeinsamen 

oder in getrennten Diagrammen 1 . 

Die visualisierten Spektralsignaturen i geben Auf- 

schluss uber die spektraleVerteil ung der Fluoreszenze- 

mission in den gewahlten Probenstellen. 

Bei Darstellung mehrerer Spektralsignaturen verschie- 

dener ROIs kann beispielsweise ermitlell werden, ob 

die Emissionsspektren derverwendeten Farbstoff e sich 

signrfikant uberlagem. 

[0022] Die Spektralsignaturen der verschiedenen 
ROIs konnen wie in Abb. 12 gezeigt zur Erzeugung ei- 
nes farbkodierten Mehrkanalbildes (Bedienelement 
"Extract to Channels", Abb. 14 (4)) dienen.Es konnen 
mit Hiffe der Spektralsignaturen Welleniangenbereiche 
ausgewahlt (Abb. 12a: ROI 1 bis 5) und die intensitats- 
werte der entsprechenden Ebenen des Lambda Stacks 
z. B. durch Summation oder Mittelwertbildung uber die 
entsprechenden Welleniangenbereiche fur jeden Biid- 
punkt zusammehgefaBt werden, urn so eih Mehrkanal- 
bild (Abb. 12b) zu erzeugen, wobei jeder Bildkanal einen 
Farbstoff reprasentiert (Ch 1 bis CH 5)). 
Zusatzlich konnen diese Einstellung zur elektronischen 
Summation (siehe Abb. 7) der Einzelkanale verwendet 
werden ("Extract to Hardware", Abb. 14 (6)). Anschlie- 
Bend konnen Mehrkanalbilder mit den entsprechenden 
Einstellungen direkt gescannt werden. 
[0023] Fur eine spatere Wiederverwendung konnen 
die spektralen Signaturen einzelner ROIs, d.h. einzelner 
Farbstoffe in ihrer spezifischen Umget>ung in einer 
Spektral-Datenbank (Abb. 14(7)) gespeichert werden, 
wobei zusatzlich zu den Daten der Graphen auch die 
fur die Aufnahme des Lambda Stacks spezifischen Pa- 
rameter, wie verwendete Laserlinien, Intensitaten, Fil- 
terkonfigurationen (MDB, NFT, EF) und Einstellung des 
Detektors (Verstarkung, Integralionszeit, Pinholepositi- 
on und : durchmesser), sowie zusatzliche Kommentare 
zur Umgebung / Praparatioh des zu untersuchenden 
Praparates gespeichert werden konnen. 
[0024] Bei einer Aufnahme von Lambda Stacks uber 
einen Zeitraum konnen Spektralsignaturen zu verschie- 
denen Zeitpunkten ermittelt und in einer Serie zusam- 
mengefafct werden. Im AnschluG konnen diese Daten in 
einer 3D-Darstellung, z.B. entsprechend Abb. 13b vi- 
sualisiert und die zeitliche Anderuhg der Spektralsigna- 
turen in verschiedenen ROIs vermittelt werden. Diese 
Darstellung kann vorteilhaft bei der Auswertung von Ex- 



periments wie FRET (Fluorescence Resonance Ener- 
gy Transfer) oder FRAP (Fluorescence Recovery After 
Photobleaching) mit zwei oder mehr Fluoreszenzfarb- 
stoffen gleichzeitig eingesetzt werden (s. Abb. 13). Dar- 

5 gestellt in Teilbild b ist das Fluoreszenzsignal (Intensity) 
in Abhangigkeit von der Wellenlange (wavelength) und 
demZeitpunkt (time). Man erkennt, dass das Signal im 
Wellenlangenbereich von 530 nm bis 560 nm mit der 
Zeit zunimmt. Eine weitere Darstellungsfomn ist in Abb. 

10 1 3a gezeigt. Dargestellt sind die spektralen Einzelkana- 
le zu verschieden Zeitpunkten. Jedes Teilbild reprasen- 
tiert hierbei beispielsweise einen Wellenlangenbereich 
von 10 nm. / 

[0025] Algorithmen zur Analyse, z.B. zur selektiven 

15 Darstellung der Beitrager einzelner Farbstoffe zum ge- 
samten von der Probe abgestrahften Fluoreszenzsignal 
werden im folgenden beschrieben. Die Analyse kann 
quantitativ oder qualitativ erfolgen. Bei einer quantitati- 
ven Analyse wird pro Bildpunkt der Beitrag.(d.h. die Kon- 

20 zentration) jedes 'einzelnen Farbstoffs zum gesamten 
von der Probe abgestrahlten Fluoreszenzsignal berech- 
net. Zum Einsatz kommen Algorithmen wie z.B. eine li- 
neare Entmischungsanalyse (Lit.: Lansford, et al.; Jour- 
nal of Biomedical Optics 6(3), 311-31 8, (July 2001 )). Zur 

25 Analyse werden so genannte Referenzspektren beno- 
tigt. Diese beschreiben das Fluoreszenzspektrum eines 
einzelnen Farbstoffs. Die Genauigkeit der Ergebnisse 
hangt entscheidend yon der Genauigkeit der Referenz- 
spektren ab . Deshalb erfolgt erfindungsgemaB in einem 

30 Verfahren die Aufnahme der Referenzspektren simultan 
wahrend der Untersuchung des Praparats (s.u.). Die 
Beitrage der jeweiligen Farbstoffe werden in verschie- 
dene Bildkanale eingeordnet, wobei jedem Bildkanal ei- 
ne spezifische Farbe zugeordnet wird. Die Helligkeit der 

35 Farbe wird durch die GroBe des Beitrags bestimmt. Im 
AnschluB konnen die einzelnen Bildkanale uberlagert in 
. einem Bild dargestellt werden und es entsteht ein farb- 
kodiertes Bild (s. o. Lambda coded). Bei einer quali- 
tativen Analyse erfolgt eine Klassifizierung, d.h. jedem 
Bildpunkt wird jeweils nur der Farbstoff, der den groBten 
Beitrag zum gesamten von der Probe abgestrahlten 
Fluoreszenzsignals erzeugt, zugeordnet. Die Zuord- 
nung erfolgt wiederum in einem Bild in verschiedene 
Bildkanale, wobei jedem Bildkanal eine spezifische Far- 

45 be zugeordnet werden kann. Verwendet werden hierzu 
Algorithmen wie z.B. eine principal component analysis 
(PCA / Lit.: IT. Joliffe, Principal Component Analysis, 
Springer- Verlag, New York, 1986.). Man erhalt durch 
diese Art von Algorithmen eine so genannte Maskierung 

so des Bildes (Farbstoffmaske), wobei sich in Bereichen 
gleicher Farbe identische Farbstoffe befinden. 
[0026] Im folgenden werden Verfahrensablaufe zur 
Trennung von Farbstofffluoreszenzen eriautert. 
Fur den Fall, da3 die Spektralsignatureh der selektier- 

55 ten ROIs jeweils nur das Emissionssignal von genau ei- 
nem derverwendeten Farbstoffe in der Probe reprasen- 
tieren (Referenzspektren), so konnen diese besonders 
vorteilhaft fur eine quantitative Analyse (z.B. digitale 
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Entmischung, Abb. 14 (5)) der Emissionssignale ver- 
wendet werden (Abb. 9a). Diese hatals Eingangsdaten 
den zugrundeliegenden Lambda Stack sowie die Spek- 
tralsignaturen von n gewahlten Probenstellen (ROI), 
wobei n die Anzahl der in der Probe verwendeten Farb- 
stoffen ist. Das Ergebnis der quantitativen Analyse (z. 
B. Entmischung) ist ein Bild aus n einzelnen Bildkana- 
len, diejeweilsnurdie Information der Emissionssignale 

* von~einem~Farbstoff enthaltenr ~~ — " 

[0027] Eine weitere Vorgehensweise zur quantltati- 
ven Analyse (z.B. digitalen Entmischung) der Emissi- 
onssignale verwendet als Eingangsdaten einen Lamb- 
da Stack und dazu Referenzspektren, die zuvor in einer 
Spektren-Datenbarik gespeichert wurden (Abb. 9b). 
Diese Referenzspektren konnen einem Experiment 
(Kalibriermessung) entstammen, bei dem eine Probe 
(Oder speziflsche Regionen) mit jeweils nur genau ei- 
nem Fiuoreszenzfarbstoff markiert wurde. Diese Vorge- 
hensweise ist beispielsweise erforderlich, wenn die 
Farbstoffe im eigentlichen Experiment uberwiegend ko- 
lokalisieren und so nicht fur jeden Farbstoff eine Pro- 
benstelle mit reinem Emissionssignal, ohne spektrales 
Ubersprechen einer anderen Emission, gefunden wer- 
den, d.h. kein ROI eingezeichnet kann. 
Zusatzlich konnen die Referenzspektren aus derDaten- 
bank vor Auf nanme des Lambda Stacks durch den Nut- 
zer ausgewah It werden und wan rend der Akquisition so- 
fort eine quantitative Analyse (z.B. digitale Entmi- 
schung) des Lambda Stacks durchgefuhrt werden. Als 
Ergebnis wird das n-kanalige Bild auf dem Bildschirm 
angezeigtf Eine speicherintensive Zwischenspeiche- 
rung der Lambda Stack-Daten kann hierbei entfallen. 
[0028] In einem weiteren in Abb: 11 schematisch dar- 
gestellten Verfahren werden quahtitativ analysierte Da- 
terisatze (farbkodiertes Bild) und die Referenzspektren 
entsprechend der Anzahl der Farbstoffe auf einem Da- 
tentrageranstatt des Lambda Stacks abgelegt. Dies hat 
den Vorteil, dass die GroBe des Datensatzes 'ohne gra- 
vierenden Verlust an Signal information gespeichert 
werden kann. Wirdbeispietsweise ein Lambda Stack 
mit 32 Einzelkanalen in 512x512 Bildpunkten und 8 bit 
detektiert so betragt die GroBe des Bildstapels ca. 1 6 
Megabyte. Durch Speicherung des farbkodierten Bildes 
verringert sich die GroBe des Datensatzes urn einen 
Faktor 32 auf ca. 0.5 Megabyte zuzOglich der Referenz- 
spektren. Die Anzahl der Datenpunkte in den Referenz- 
spektren betragt 32 muitipliziert mit der Anzahl der Farb- 
stoffe. Aus den abgelegten Daten (Referenzspektren) 
und farbkodierten Bild kann im AnschluB im Computer 
wieder der Lambda Stack berechnet werden. Die Be- 
rechnung erfolgt im einfachsten Falle durch eine Multi- 
plikation der Referenzspektren mit den jeweiligen Bild- 
kanaien des farbkodierten Bilds. Eine Datenreduktion 
ist insbesondere bei der Aufnahme von. so genannten 
Zeitserien oder von Zeitserien mit dreidimensionaler 
Bildinfonnation notig. 

[0029] In einem weiteren Verfahren, dessen Ablauf- 
schema in Abb. 9C dargestellt ist erfolgt ausgehend 



vom Lambda Stack im ersten Schritt eine qualitative 
Analyse. Durch diese Analyse konnen zum einen Berei- 
che im Praparat aufgesucht werden, in denen sich glei- 
che Farbstoffe raumlich verteilt befinden. Zum anderen 

5 konnen automatisch ohne Eingriff des Nutzers die fur 
die anschlieBende quantitative Analyse benotigten Re- 
ferenzspektren generiert werden. Fur die qualitative 
Analyse z.B. PCA sind keine zusatzlichen Eingangspa- 
ram'eter auBer dem Lambda Stack notig. Die so gewdn- 

10 nenen Referenzspektren und der Lambda Stack dienen 
im AnschluB als Eingangsparameter fur eine quantitati- 
ve Analyse deren Ergebnis wiederum eine farbkodiertes 
Bild ist. 

In einem weiteren Verfahren nach Abb. 9D erfolgt eine 
is eingeschrankte qualitative Analyse des Lambda 
Stacks. Bet der eingeschrankten. qualitativen Analyse 
werden nur Spektren zugelassen, die vomer durch den 
Nutzer definiert worden sind und z.B. in einer Farbstoff- 
dalenbank abgelegt wurden. 
20 [0030] Der Algorithmus sucht aus diesen vordefinier- 
ten Farbstoffspektren die Exemplare (d.h. Farbstoffe) 
heraus, die am besten z:u dem spektral aufgelost ge- 
messenen Fluoreszenzsignal passen und definiert so- 
mit wiederum die Referenzspektren. Die so gewonne- 
25 nen Referenzspektren und der Lambda Stack dienen im 
AnschluB als Eingangsparameter fur eine quantitative 
Analyse deren Ergebnis wiederum eine farbkodiertes 
Bild ist. 

[0031] Anwendungen Farbstoffe mit Verschiebun- 

30 gen des Emissiohsschwerpunkts Emissionsratio- 
farbstoffe werden in verschiedehen biomedizinischen 
Anwendungen zum Beispiel zur Bestimmung von lo- 
nen- und Metabolitkpnzentrationen oder deren Ande- 
rungen z.B. in zellularen Kompartimenten oder Losun- 

35 geh eirigesetzt. 

[0032] Die, Reversible Interaktion mit dem spezifi- 
schen Bindungspahner (Liganden wiez.B.: Ca 2 +, Mg 2+ , 
H + ) resultiert in einer spektralen Verschiebung der Fiuo- 
reszenzeniission dieser Farbstoffe (lndo-1, SNARF; 

^0 Molecular Probes Inc.). Zu dem zu einem gegebenen 
Zeitpunkt im Beobachtungsvolumen gemessenen 
Emissionsspektrum tragen in der Regel zwei Zustande 
des Farbstoffs, F F (f reier Farbstoff) und F B (Farbstoff mit 
gebundenem Liganden) (Abb. 15a) bei, deren relative 

45 Anteile in einem gegebenen Volumen wiederum von der 
Affinitat zwischen Farbstoff und Ligand, beschrieben 
durch die Dissoziationskonstante (K D ), gekennzeichnet 
, ist. Damit ist das Verhaltnis der Fluoreszenzen von F F 
und F B ein MaB fur die Konzentration des Liganden. Ei- 

50 ne Anwendung der oben beschriebenen Verfahren kann 
darin bestehen, mit Hilfe der oben beschriebenen An- 
ordriung und vom Nutzer festzulegenden ROIs, die zu 
den Bindungszustanden F F und F B gehprigen Emissi- 
onsspektren (Abb. 15b) im untersuchten biologischen 

55 System (in vivo) oder in Losungen (in vitro) zu bestim- 
men. f Fur ionensensitive Emissionsratiofarbstoffe ge- 
lingt dies z.B. durch Einstellung von ionenfreien bzw. 
Sattigungsbedihgungen. Die Referenzspektren konnen 
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auch mit Hilfe einer qualitativen Analyse ermittelt wer- 
den. Hierbei ist es vorteilhaft die Anzahl der Farbstoff- 
komponenten (im beschriebenen Verfahren 2 Kompo- 
nenten F F und F B entsprechend Abb. 15a) durch den 
Nutzer vorzugeben. Diese Refernzspektren konnen zur 
Berechnung des Beltrags der Farbstoffzustande (F F 
bzw. F B ) zu den Fluoreszenzemissionen in den Bfld- 
punkten eines Lambda Stacks Oder einer Serie zu ver- 
schiedenen Zeltpunkten Oder verschiedenen Probene- 
benen aufgenommenen Lambda Stacks mit Hilfe der 
quantitativen Analyse (z.B. linearen Entmischungs-AI- 
gorithmen) genutzt werden (Figure 9). Durch anschlie- 
Bende Pixel-fur Pixel-Division der in zwei verschiedene 
Bildkanale eingeordneten Signaie ergibt sich ein von 
der Farbstoffkonzentration unabhangiges sublineares 
MaB der Ligandenkonzentration R (Ratio; Abb. 1 0), des- 
sen raumliche Verteilung und/oder zeitliche Dynamik. 
Anhand von in vitro- oder in vivo Eichdaten, die mit dem 
jeweiligen Emissionsratiofarbstoff und bekannten Li- 
gandenkonzentrationen erhoben wurden, lassen sich 
aus den Werten R absolute Konzentrationsangaben er- 
mitteln (Gleichungskalibrierung, Tit ratio ns-kalibrie- 
rung). 

[0033] Entsprechend konnen nach dem beschriebe- 
nen Verfahren zum Beispiel auch Mischungen von 2 
Farbstoffen eingesetzt werden, (1) die mit dem gleichen 
Liganden interagieren, (2) deren Emissionsschwer- 
punkte sich unterscheiden nicht aber mit der Liganden- 
bindung verandern und (3) deren Fluorezenzquanten- 
ausbeute, sich in Abhangigkeit von der Ligandenbin- 
dung entgegengesetzt verandern (z.B.: Fluo-3 und Fura 
Red, Molecular Probes Inc.). 

[0034] FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Trans- 
fer) ist der strahlungslose Transfer von Photonenener- 
gie von einem angeregten Fluorophor (dem Donor) an 
einen andereh Fluorophor (den Akzeptor). Vorausset- 
zung sind u.a. Uberlappungeh der Donor-Emissions- 
und Akzeptor-Anregungsspektren und enge raumliche 
Assoziation von Donor und Akzeptor. In biomedizini- 
schen Anwendungen wird der FRET-Effekt z.B dazu ge- 
nutzt lonen-oder Metabolitkonzentrationen (Ca 2+ , 
cAMP, cG MP) oder andere z.B. ligandenabhangige 
Strukturveranderungen (z.B. Phosphorylierungszu- 
stand von Proteinen, Konformationsanderungen von 
DNA) zu bestimmen und zu verfolgen. Dies gelingt 
durch Kopplung der FRET-Partner, Donor und Akzeptor 
(z.B. die synthetischen Fluorochrome FITC und Rhoda- 
min oder die genetisch kodierten fluoreszierenden Pro- 
teine CFP und YFP) an ein MolekGi; das durch die spe- 
zifische Interaktion mit dem zu beobachtenden lonen, 
Metaboliten oder Liganden Veranderungen in seiner 
Sekundarstruktur erfahrt (Beispiel Miyawaki et al.; Proc 
Natl Acad Sci USA 96, 21 35-21 40, (March 1 999); Figure 
1 7) oder an je eines von zwei Molekulen, die permanent 
oder in Abhangigkeit von Umgebungsbedingungen in- 
teragieren. Abb. 1 6 zeigt das Emissionsspektrum fur die 
FRET Partner fur unterschiedliche Abstande zwischen 
Donor und Akzeptor (a - groBer Abstand kein FRET / b 



- kleiner Abstand FRET Wechselwirkung). In beiden 
Fallen sind Unterschiede in den Anteilen des f reien und 
liganden-gebundenen FRET-Systems im Beobach- 
tungsvolumen mit spektralen Unterschieden in der Fluo- 

5 reszenzemission des FRET-Systems verbunden. Bei 
bevorzugter Anregung der Donorfluoreszenz drticken 
sich Zunahmen oder Abnahmen der Ligandenbindung 
in gegenlaufigen Veranderungen der Amplituden der 
Fluoreszenzemissionen der beiden FRET-Partner aus 

10 (Figure 16). 

Eine Nutzung des hier beschriebenen Verfahrens z.B. 
fur die genannten FRET-Messungen besteht darin, die 
Probe mit Licht nahe dem Anregungsoptimum des 
FRET-Partners 1 (Donoranregung, A^) zu bestrahlen. 

15 Der am Multikanaldetektor in Form eines Lambda 
Stacks oder einer Serie von Lambda Stacks (Z oder t) 
erfasste Spektralbereich umfasst die Emissionsberei- 
che beider FRET-Partner (Figure 1 8 / Teilbild 1 a). Durch 
Definition von ROIs (siehe pben ) kann da s zeitliche Ver- 
20 halten derSpektralsignaturen sichtbargemacht werden 
(Teilbild 1b). 

Die als Lambda Stacks aufgenommenen Fluoreszenz- 
signale werden dann der quantitativen Analyse (z.B. li- 
nearen Entmischungsanalyse) zu unterzogen (Figure 
25 18 / Teilbild 2). Die dazu benotigten Referenzspektren 
konnen zunachst z.B. in Praparationen oderLosungen, 
die nur einen der FRET-Partner enthalten (in vivo oder 
in vitro), durch Aufnahme eines Lambda Stacks bei der 
Anregungswellenlange (A, 1t Donoranregung) und Nut- 
so zung der ROI-Funktion ermittelt werden (siehe oben 
bzw. Abb. 9). Definition von ROIs in den aus der quan- 
titativen Analyse resultierenden Kanalen ermoglicht, die 
Fluoreszenzintensitaten der FRET-Partner und ihre 
zeitlichen Veranderungen grafisch darzustellen. Pixel- 
35 weise Division der aus der quantitativen Analyse (Ent- 
mischungsanalyse oder PCA) resultierenden beiden 
Bildkanale ergibt Bilder deren Pixelwerte MaBe fur den 
Fluoreszenz Resonanz Energie Transferbzw. FRET-Sy- 
stem-Liganden-lnteraktion reprasentieren (Figure 18 
40 /Teilbild 3) und anhand geeigneter. Eichdaten (Trtrati- 
onseichung u.a.) z.B. die zu beobachtenden lonen-, Me- 
tabolit und Ligandenkonzentrationen errechnet werden 
konnen. 

[0035] Eine weitere Anwendung der oben beschrie- 
45 benen Verfahren besteht in der Separierung von Signa- 
len, die fur jewellige Untersuchung nicht von Interesse 
sind bzw. ihre Analyse storen. Dies konnen z.B. Hinter- 
grundlicht, Autofluoreszenzen, ruckgestreutes Anre- 
gungslicht oder Raumiicht sein . Wird zunachst die spek- 
so trale Verteilung dieser Signaie in nicht weiter angefarb=. 
ten Kontroll-Praparationen (Autofluoreszenz, ruckge- 
streutes Anregungslicht) oder in Abwesenheit der Pra- 
parate (Hintergrundlicht, Raumiicht) ermittelt, konnen 
die erhaltenen Spektren wie die Referenzspektren der 
55 zu untersuchenden Farbstoffe in die lineare Entmi- 
schungsanalyse mit einbezogen werden (Figures 9 und 
10). Nach Entmischung werden sie damit einem sepa- 
raten Bildkanal zugewiesen und von den zu untersu- 
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chenden Signalen getrennt, die damit gesondert be- 
trachtet werden konnen. 

[0036] Zusammenfassende Begriffserklarungen: 
X-stack 

spektrale Verteilung pro Bildpunkt, gemessen mit 
den Detektionskanalen mit dispersiver Aufspaltung 
der detektierten Strahlung.. abgelegt in Speicher- 
elementen-unter~2uordnung zu~mindestens"einer * 
zusatzlichen (Bildpunkt) Koordinaten x,y und/ oder 
2 und/ oder MeBzeit t 

Quantitative Analyse 

Pro Bildpunkt wird der Beitrag (der Anteil) jeder 
Spektralsignatur zum gesamten von der Probe 
kommenden Signal (z.B.FIuoreszenzsignal) be- 
rechnet (Entmischungsverfahren). Die Berechnung 
erfolgt anhand von Referenzspektren, die das 
Spektrum der einzelnen Spektralsignasturen (z.B. 
Farbstoffe) charakterisieren und in einer Datenbank 
abgespeichert, aus dem Bild generiert (ROI) oder 
durch qualitative Analyse (PCA) generiert wurden 
sind. 

Bildkanale: 

Jedem gewahlten Spektralbereich wird eine Farbe 
bei derbildlichen Darstellung der Probe zugeord net 
(Falschfarbendarstellung), wobei die Intensitat der 
Farbe dem Beitrag des Farbstoffs/ Spektralsignatur 
entspricht, gemessen wird beispielsweise in meh- 
reren Detektionskanalen durch entsprechende Fil- 
ter. 

[0037] Farbkodiertes Bild (Mischbiid) entsteht durch 
bildliche Darstellung mehrerer Farben uberlagert, wenn 
in einem Probenbereich mehrere Spektralsignaturen / 
Farbstoffe enthalten sind: 

Qualitative Analyse 

Jedem Bildpunkt wird die Spektralsignatur/ Farb- 
stoff zugeordnet, der den groBten Beitrag des ge- 
samten von der Probe kommenden Signals er- 
zeugt 

Farbstoffmaske: 

Spektralsignaturen / Farbstoffe an verschiedenen 
Orten werden mil unterschied lichen Farben darge- 
stellt, wobei die Intensitat jewei Is gleichmaBig ist. 

ROI: 

Vom Nutzerausgesuchte undmarkierte Regionen , 
wobei durch qualitative Analyse Gebiete gleiche 
Spektralsignaturen / Farbstoffe auch automatisch 
aufgesucht und markiert werden konnen 
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Patentanspruche 



Verfahren zur Untersuchung von Proben, 
wobei furProbenpunkte oder Punktverteilungen ei- 
ne spektrale Aufspaltung der von der Probe kom- 
menden Strahlung erfolgt, 

vorzugsweise zum Betrieb eines Laser-Scanning - 
Mikroskopes oder einer Fluoreszenz-Screeningan-. 
~ 07dnung~ocleT eines DurchfluBzytometers, 
wobei ein X- stack erzeugt wird, indem die spektrale 
Verteilung mit einzelnen Detektionskanalen ge- 
messen wird und die Signale der Detektionssignale 
mit mindestens einer der Ortskoordinaten x,y oder 
z und/ oder dem MeBzeitpunkt t zugeordnet abge- 
speichert werden 



20 



25 



30 



2. Verfahren nach Anspruch 1 , 

wobei uber einer Farbe oder einem Spektralbereich 
zugeordnete Bildkanale und farblicher Zuordnung 
Falschfarbenbilder erzeugt werden 

3. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei uber Eingabemittel oder automatisch ROI als 
interessierende Probengebiete markiert werden 

4. Verfahren nach mindestens einem der vorangeh en- 
den Anspruche, 

wobei die ROI zur Bildung von Referenzspektren 
herangezogen werden 



5. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei ein farbkodiertes Bild durch Uberlagerung 
35 mehrerer EWdkanale erzeugt wird , wenn in einem 
Probenbereich mehrere Farbstoffe enthalten sind 

6. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

40 wobei uber Eingabemittel ROI als interessierende 
Probegebiete markiert werden , aus denen Refe- 
renzspektren gebildet werden undmittels der Refe- 
renzspektren durch quantitative Analyse ein farbko- 
diertes Bild erzeugt wird 

45 

7. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei uber Eingabemittel ROI ais interessierende 
Probengebiete markiert werden und mittels Refe- 
so renzspektren aus einer abgespeicherten Daten- 
bank eine quantitative Analyse erfolgt 



8. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei eine qualitative Analyse erfolgt und interes- 
sierende Probengebiete als ROI gebildet werden 
die zur Bildung und Abspeicherung von Referenz- 
spektren herangezogen werden. 
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9. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei Eingabemittel zur Auswahl von Farbstoffen 
vorgesehen sind, die mittels einer Farbstoffdaten- 
bank quantitativ analysiert und dargestellt werden 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 

wobei die Farbstoffdatenbank von markierten ROI 
erzeugt wird 

1 1 . Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei aus einem durch Uberlagerung mehrerer 
Bildkanale entstehenden farbkodierten Bild 
zur Bestimmung der lonenkonzentration das Ver- 
haltnis der spektralen Anteile gebiidet wird 

12. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei Bildkanale oder Detektionskanale ausge- 
schalten werden, die unerwunschten Signalen wie 
Autofluoreszenz oder Reflexion oder unspezifi- 
scher Fluoreszenz entsprechen 

1 3. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei aus einem abgespeicherten farbkodierten 
Bild und einem Referenzspektrum X- stacks be- 
rechnet werden, die der gemessenen spektralen 
Verteilung mit einzelnen Detektionskanalen ent- 
sprechen 

14. Verfahren nach Anspruch, 

wobei aus diesen X- stacks weitere farbkodierte Bil- 
der gebiidet und/ oder ROI markiert und ausgewer- 
tet werden 

15. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei die spektrale Breite der Detektion verander- 
lich ist, innerhalb derer die spektrale Verteilung zu- 
sammengefaGt detektiertwird und derein Bildkanal 
zugeordnet ist 

1 6. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei die Spektren in ROI ausgewertet werden 

1 7. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei Einstellelemente zur Einstellung der spektra- 
len Breite vorgesehen sind 

18. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei die eingestellte spektrale Breite durch digita- 
te Signalverknupfung oder elektronische Verknup- 
fung von Detektionskanalen erzeugt wird. 



19. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei eine Darstellung von Einstellelementen und 
der spektralen Breite auf einem Monitor so erfolgt, 
5 daf3 eine raumiiche Zuordnung der Einstellbereiche 
der Einstellelemente zur spektralen Breite voriiegt 

20. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

10 wobei Schieberegler vorgesehen sind, deren Posi- 
tion auf dem Monitor der Position des zugehorigen 
Spektralbereiches entspricht 

21 . Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
*5 den Anspriiche, 

wobei bei Einstellung des Zeigers einer Computer- 
maus auf das Einstellelement die eingestellte Wel- 
lenlSnge und bei Einstellung zwischen zwei Einstel- 
lelemente der eingestellte Wellenlangenbereich auf 
20 dem Monitor angezeigt wird. 

22. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei auf einem Monitor eine wellenlangenabhan- 
25 gjge Darstellung des zeitlichen Verhaltens von Pro- 
benbereichen oder der gesamten Probe erfolgt 

23. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

30 wobei ein Graustufenbild aus dem lambda stack er- 
zeugt wird, indem fur jede x r y Pixelposition uber die 
Welienlangenbereiche der maximale Intensitats- 
wert ermittelt und dargestellt wird 

35 24. Verfahren nach Anspruch 23. 

wobei weiterhin jedes Pixel mit der Faroe charakte- 
risiert wird, die der mittleren Wellenlange des Wei- 
lenlangenbereiches entspricht, aus dem das hellste 
Pixel des lambda stack stammt 

40 

25. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

wobei die Einzelbilder des lambda stack zumindest 
teilweise seriell nebeneinanderoder hintereinander 
45 uberiappend auf einem Bildschirrn dargestellt wer- 
den 

26. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, 

50 wobei neben einer xy, lambda Darstellung auch 
zertabhangige und/ oder z abhangige Ansichten ge- 
neriert und angezeigt werden 

27. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
55 den Anspriiche, 

wobei der lambda stack durchgeschnitten wird und 
die entstehenden Schnittbilder dargestellt werden 
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28. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, wobei die quantitative Analye ein Entmi- 
schungsverfahren ( unmixing) beinhaltet 

29. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 5 
che t wobei die qualitative Analyse ein PCA Verfah- 
ren beinhaltet. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren in 
der Fiuoreszenzmikroskopie, insbesondere der Laser 
Scanning Mikroskopie, der Fluoreszenz-Korrelations- 5 
spektroskopie und der Scanning Nahfeldmikroskopie, 
zur Untersuchung von vorwiegend biologischen Pro- 
ben, Praparaten und zugehorigen Komponenten. Mit 
eingeschlossen sind auf Fluoreszenzdetektion basie- 
renden Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen (High 10 
Throughput Sceening). Durch den Ubergang von der 
Detektion von wenigen breiten spektralen Farbstoffban- 
dern zur simultanen Aufnahme komp letter Spektren er- 
offnen sich neue Moglichkeiten bei der Identifikation, 
Separation und Zuordnung der meist analytischen Oder 15 
funktionalen Probeneigenschaften zu raumlichen Teil- 
strukturen Oder dynamischen Prozessen. Simultan-Un- 
tersuchungen von Proben mit Mehrfachfluorophoren 
werden damit bei uberlappenden FluoreszenzspekLren 
auch in raumlichen Strukturen von dicken Proben mog- 20 
lich. 

Stand der Technik 

[0002] Ein klassisches Anwendungsgebiet der Licht- 25 
mikroskopie zur Untersuchung von biologischen Prapa- 
raten ist die Fiuoreszenzmikroskopie (Lit.: Pawley, 
"Handbook of biological confocal Microscopy"; Plenum 
Press 1995). Hierbei werden bestimmte Farbstoffe zur 
spezifischen Markierung von Zellteilen verwendet. 30 
Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie 
regen die Farbstoffmolekule durch die Absorption eines 
Photons aus dem Grundzustand in einen angeregten 
Zustand an. Diese Anregung wird meist als Einphoto- 
nen-Absorption bezeichnet ( Abb. 1a ). Die so angereg- 35 
ten Farbstoffmolekule konnen auf verschiedene Weise 
in den Grundzustand zuruck gelangen. In der Fiuores- 
zenzmikroskopie ist der Ubergang unter Aussendung 
eines Fluoreszenzphotons am wichtigsten. Die Weflen- 
lange des emittierten Photons ist aufgrund der Stokes- 40 
verschiebung im Vergleich zur Anregungsstrahlung ge- 
nereli rot verschoben, besitzt also eine groBere Weilen- 
lange. Die Stokesverschiebung ermoglicht die Tren- 
nung der Fluoreszenzstrahlung von der Anregungs- 
strahlung. 45 
Das Fluoreszenzlichtwird mit geeigneten dichroitischen 
Strahlteilern in Kombination mit BlockfilLern von der An- 
regungsstrahlung abgespalten und getrennt beobach- 
tet. Dadurch ist die Darstellung einzelner, mit verschie- 
denen Farbstoffen eingefarbten Zellteilen, moglich. so 
Grundsatzlich konnen jedoch auch mehrere Teile eines 
Praparates gleichzeitig mit verschiedenen sich spezi- 
fisch anlagernden Farbstoffen eingefarbt werden 
(Mehrfachfluoreszenz). Zur Unterscheidung, der von 
den einzelnen Farbstoffen ausgesendeten Fluores- 55 
zenzsignale, werden wiederum spezielle dichroitischen 
Strahlteiler verwendet. 

[0003] Neben der Anregung der Farbstoffmolekule 



mit einem hochenergetischen Photon (Einphotonen- 
Absorption) ist auch eine Anregung mit mehreren Pho- 
tonen geringerer Energie moglich (Abb. 1b). Die Sum- 
me der Energien der Einzelphotonen entspricht hierbei 
ungefahr einem Vielfachen des hochenergetischen 
Photons. Diese Art der Anregung der Farbstoffe wird als 
Mehrphotonen-Absorption bezeichnet (Lit: Corle, Kino; 
"Confocal Scanning Optical Microscopy and Related 
Imaging Systems"; Academic Press- 1996). "Die Farb- - 
stoffemission wird durch diese Art der Anregung jedoch 
nichtbeeinfluBt, d.h. das Emissionsspektrum erfahrt bei 
der Mehrphotonen-Absorption einen negativen Stokes- 
shift, besitzt also eine geringere Weilenlange im Ver- 
gleich zur Anregungsstrahlung. Die Trennung der Anre- 
gungs- von der Emissionsstrahlung erfolgt in der glei- 
chen Art und Weise wie bei der Einphotonen-Absorpti- 
on. 

[0004] Der Stand der Technik soil im folgenden bei- 
spielhaft anhand eines konfokalen Laser-Scanning- Mi- 
kroskopes (LSM) erlautert werden (Abb. 2). 
[0005] Ein LSM gliedert sich im wesentlichen in 4 Mo- 
dule: Lichtquelle, Scanmodul, Detektionseinheitund Mi- 
kroskop. Diese Module werden im folgenden naher be- 
schrieben. Es wird zusatzlich auf DE19702753A1 ver- 
wiesen. 

[0006] Zur spezifischen Anregung der verschiedenen 
Farbstoffe in einem P rap arat werden in einem LSM La- 
ser mit verschiedenen Wellenlangen eingesetzt. Die 
Wahl der Anregungswellenlange richtet sich nach den 
Absorptionseigenschaften der zu untersuchenden 
Farbstoffe. Die Anregungsstrahlung wird im Lichtquel- 
lenmodul erzeugt. Zum Einsatz kommen hierbei ver- 
schiedene Laser (Argon, Argon Krypton, TiSa-Laser). 
Weiterhin erfolgt im Lichtquelienmodul die Selektion der 
Wellenlangen und die Einstellung der Intensitat der be- 
notigten Anregungswellenlange, z.B. durch den Einsatz 
eines akusto optischen Kristalls. AnschlieBend gelangt 
die Laserstrahlung Qber eine Faseroder eine geeignete 
Spiegelanordnung in das Scanmodul. 
Die in der Lichtquelle erzeugte Laserstrahlung wird mit 
Hilfe des Objektivs beugungsbegrenzt Qber die Scan- 
ner, die Scanoptik und die Tubuslinse in das Praparat 
fokussiert. Die Scanner rastern punktformig die Probe 
in x-y-Richtung ab. Die Pixelverweiizeiten beim Scan- 
nen Qber die Probe liegen meist im Bereich von weniger 
als einer Mikrosekunde bis zu einigen Sekunden. 
Bei einer konfokalen Detektion (descanned Detektion) 
des Fluoreszenzlichtes, gelangt das Licht, das aus der 
Fokusebene (Specimen) und aus den daruber- und dar- 
unterliegenden Ebenen emittiert wird, uberdie Scanner 
auf einen dichroitischen Strahlteiler (MDB). Dieser 
trennt das Fluoreszenzlicht vom Anregungslicht. An- 
schlieBend wird das Fluoreszenzlicht auf eine Blende 
(konfokale Blende / Pinhole) fokussiert, die sich genau 
in einer zur Fokusebene konjugierten Ebene befindet. 
Dadurch werden Fluoreszenzlichtanteile auBerhalb des 
Fokus unterdriickt. Durch Variieren der BlendengroBe 
kann die optische Auflosung des Mikroskops eingestellt 
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werden. Hinter der Blende befindet sich ein weiterer di- 
chroitischer Blockfilter (EF) der.nochmals die Anre- 
gungsstrahlung unterdruckt. Nach Passieren des Block- 
filters wird das Fluoreszehzlicht mrttels eines Punktde- 
tektors (PMT) gemessen. 5 
Bei Verwendung einer Mehrphotonen- Absorption er- 
folgt die Anregung der Farbstofffluoreszenz in einem 
kleinen Volumen in dem die Anregungsintensitat beson- 
ders hoch ist. Dieser Bereich ist nur unwesentlich gro- 
Ber als der detektierte Bereich bei Verwendung einer w 
konfokalen Anordnung. Der Einsatz einer konfokalen 
Blende kann somit entfallen und die Detektion kann di- 
rekt nach dern Objektiv erfolgen (non descanned Detek- 
tion). 

[0007] In einer weiteren Anordnung zur Detektion ei- *5 
ner durch Mehrphotonenabsorption angeregten Farb- 
stofffluoreszenz erfolgt welterhin eine descanned De- 
tektion, Jedoch wird diesmal die Pupllle des Objektives 
in die Deteklionseinheil abgebildet (nichlkonfokal des- 
canned Detektion). 20 
[0008] Von einem dreidimensional ausgeleuchteten 
Bild wird durch beide Detektionsanordnungen in Verbin- 
dung mit der entsprechenden Einphotonen bzw. Mehr- 
photonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schnitt) 
wiedergegeben, die sich in der Fokusebene des Objek- 25 
tivs befindet. Durch die Aufzeichnung mehrerer opti- 
sche Schnitte in der x-y Ebene in verschiedenen Tlefen 
z der Probe kann anschlieBend rechnergestutzt ein drei- 
dimensionales Bild der Probe generiert werden. 
Das LSM ist somit zur Untersuchung von dicken Prapa- 30 
raten geeignet. Die Anregungswellenlangen werden 
durch den verwendeten Farbstoff mit seinen spezifi- 
schen Absorptionseigenschaften bestimmt. Auf die 
Emissionseigenschaften des Farbstoffes abgestimmte 
dichroitische Filter stellen sicher, daB nur das vom je- 35 
weiligen Farbstoff ausgesendete Fluoreszenzlicht vom 
Punktdetektor gemessen wird. 

[0009] In biomedizinischen Applikationen werden zur 
Zeit mehrere verschiedene Zellregionen mit verschie- 
denen Farbstoffen glebhzeitig markiert (Multifluores- *o 
zenz). Die einzelnen Farbstoffe konnen mit den Stand 
der Technik entweder aufgrund verschiedener Absorp- 
tionseigenschaften oder Emissionseigenschaften 
(Spektren) getrennt nachgewiesen werden (Abb 3a) . 
Abb.3a zeigt die Emissionsspektren von verschiedenen 45 
typischen Farbstoffen. Aufgetragen ist das Emissions- 
signal in Abhangigkeit von der Wellenlange. Zu erken- 
nen ist, daB sich die mit 1 bis 4 bezeichneten Farbstoffe 
in der Lage und Form ihrer Emissionsspektren unter- 
scheiden. so 
Zum getrennten Nachweis erfolgt eine zusatzliche Auf- 
spaltung des Fluoreszenzlichts von mehreren Farbstof- 
fen mit den Nebenstrahlteilern (DBS) und eine getrenn- 
te Detektion der einzelnen Farbstoffemissionen in ver- 
schiedenen Punktdetektoren (PMT x). 55 
Die Emissionsspektren verschiedener in Abb. 3b darge- 
stellter Farbstoffe konnen sich auch stark ubertagern, 
so dass eine Trennung der Emissionssignale verschie- 



dener Farbstoffe mit DBS schwierig ist. Besitzen die 
Farbstoffe jedoch verschiedene Absorptionseigen- 
schaften, so konnen sie selektiv mit einem Multitracking 
Verfahren wie in DE CZ7302 beschrieben angeregt wer- 
den. Abb.3b zeigt die Emissionssignale in Abhangigkeit 
von der Wellenlange fur die Farbstoffe CFP und Cy- 
an-FP, wobei mit zwei Laserlinien bei 458 nm und 488 
nm angeregt wurde. Diese Farbstoffe sind zur Untersu- 
chung von Lebendpraparaten besonders geeignet, da 
sie keine toxischen Wirkungen auf die zu untersuchen- 
den Proben ausuben. Urn beide Farbstoffe CFP, CFT 
moglichst effizient detektieren zu konnen, wird in einer 
Scanrichtung C FP mit einer Wellenlange von 458 nm an- 
geregt und die Fluoreszenz von 460-550 nm detektiert. 
Auf dem Ruckweg des Scanners erfolgt die selektive 
Anregung von GFP mit 488nm und eine Detektion des 
Wellenlangenbereiches von 490 - 650 nm. 
[0010] Ist die Lage des Emissionsspektrums der ver- 
wendeten Farbstoffe unbekannl oderlritl eine von der 
Umgebung (innerhalb und auBerhalb der Probe: Tem- 
peratur Konzentration, pH-Wert) abhangige Verschie- 
bung des Emissionsspektrums (Abb. 3c) auf . so ist eine 
effiziente Detektion der Farbstofffluoreszenzen nur be- 
dingt moglich. In Abb. 3c ist wiederum das Emissions- 
signal in Abhangigkeit von der Wellenlange dargestelft. 
Die Wellenlangenverschiebung kann bis zu mehreren 
10 nm betragen. Zur Vermessung des Emissionsspek- 
trums in der Probe werden heutzutage Spektrorneter 
auch in Verbindung mit einem LSM eingesetzt. Hierbei 
wird statt eines Punktdetektors ein herkommliches 
meist hochauflosendes Spektrorneter verwendet (Pa- 
tent Dixon, et al. US 5,192,980). Diese konnen jedoch 
nur punktuell oder gemittelt uber ein Gebiet ein Emissi- 
onsspektrum aufzeichnen. Es handelt sich also urn eine 
Art der Spektroskopie. 

In einer weiteren Applikation der Fluoreszenzmikrosko- 
pie wird die lonenkonzentration (z.B.: Ca + , K^, Mg 2+ , 
ZN + ....) insbesondere in biologischen Praparaten be- 
stimmt. Hierzu werden spezielle Farbstoffe oder Farb- 
stoffkombinationen (z.B. Fura, Indo, Fluo; Molecular 
Probes, Inc.) verwendet, die eine spektrale Verschie- 
bung in Abhangigkeit von der lonen konzentration be- 
sitzen. Abb. 4a) zeigt die Emissionsspektren von Indo- 
1 in Abhangigkeit von der Konzentration der Kalzium- 
lonen. Abb. 4b) zeigt ein Beispielfiirdie Emissionsspek- 
tren in Abhangigkeit von der Kalziumlonenkonzentrati- 
on bei Verwendung der Kombination von Fluo-3 und Fu- 
ra Red-Farbstoffen. Diese speziellen Farbstoffe werden 
als Emissionsratiofarbstoffe bezeichnet. Summiert man 
die beiden in Abb. 4a dargestellten Fluoreszenzberei- 
che und bildet das Verhaltnis (Ratio) beider Intensitaten, 
so kann auf die entsprechende lonenkonzentration 
ruckgeschlossen werden. Meist werden bei diesen 
Messungen dynamische Anderung der lonenkonzentra- 
tion in Lebendpraparaten untersucht, die eine Zeitauf- 
losung von wenigerals einer Millisekunde erfordern. 
Ein bei Multifluoreszenz-Aufnahmen storender und un- 
erwunschter Effekt sind Uberlagerungen durch Hinter- 
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grundsignale. Dies konnen Reflexionen einzelner Laser 
von der Probe Oder auch breitbandige Autof luoreszenz- 
signale von Probenbestandteilen sein, die die spektra- 
len Signaturen der zu untersuchenden fluoreszenzmar- 
kierten Probenstellen uberlagern und damft deren Un- 
tersuchung erschweren, teilweise sogar verhindern. 
[0011] DurchfluBzytometer dienen der Ontersuchung 
und der Klassifikation von Zellen und anderen Partikeln. 
**Die~Zelle7T6efino!el^ i"n~einerFlus^igkeirge r " 
lost und werden durch eine Kapillare gepumpt. Zur Un- 
tersuchung der Zellen wird ein Laserstrahl von der Seite 
in die Kapillare fokussiert. Die Zellen sind mit verschie- 
denen Farbstoffen oderfluoreszierenden Biomolekulen 
gefarbt. Gemessen wird das angeregte Fluoreszenz- 
licht und das ruckgestreute Anregungslicht. Der Stand 
der Technik ist in "Flow Cytometry and Sorting", Second 
Edition, M.R. Melamed, T. Lindmo, M.L. Mendelsohn, 
Eds. Wiley & Sons, Inc. New York, 1990, pp 81-1 07 be- 
schrieben. 

Aus dern ruckgestreuten Signal kann die GroBe der Zel- 
len bestimmt werden. Mit Hilfe der Spektraleigenschaf- 
ten der Fluoreszenz einzelner Zellen konnen verschie- 
dene Zellen separiert/sortiert oder getrennt gezahlt wer- 
den. Die Sortierung der Zellen erfolgt mit einem elektro- 
statischen Feld in verschiedene Kapillaren. Das Ergeb- 
nis, d.h. z.B. die Anzahl der Zellen mrt Farbstoff A im 
Vergleich zu Zellen mit Farbstoff B wird haufig in Histo- 
grammen dargestellt. DieDurchfluBgeschwindigkeitbe- 
tragt typischerweise einige 10-100 cm/s. Deshalb wird 
eine hochempfindliche Detektion benotigt. Zur Ein- 
schrankung des Detektionsvolumens erfolgt nach dem 
Stand der Technik eine konfokale Detektion. 
Die Genauigkeit der DurchfluBmessung wird von ver- 
schiedenen Faktoren beeinfluBt. Diese sind zum Bet- 
spiel nicht spezifische Fluoreszenzen, Autofluoreszen- 
zen von Zellen, Fluoreszenzen von Optikkomponenten 
und Rauschen der verwendeten Detektoren. 
Aufgabe der Erfindung sind neue Methoden zur flexi- 
blen undfrei programmierbaren Detektion, mit der Farb- 
stoffe, die sich in ihren Absorptionsund Emissionseigen- 
schaften nur wenig unterscheiden, getrennt in einem 
bildgebenden Mikroskop system gemessen und darge- 
stellt werden konnen. Ein Ubersprechen zwischen den 
einzelnen Farbstoffen soil mit dem erfindungsgernaBen 
Verfahren sicher erkannt und durch Datenprozessie- 
rung eliminiert werden. 

Diese Methoden sind in bildgebenden wie in analyti- 
schen Mikroskopiersystemen einsetzbar. Die Mikrosko- 
psysteme sind bildgebende Systeme wie Laser-Scan- 
ning-Mikroskope zur dreidimensionalen Untersuchung 
von biologischen Praparaten mit einer optischen Auflo- 
sung bis zu 200 nm, Scanning-Nahfeld-Mikroskope zur 
hochaufgelosten Untersuchung von Oberflachen mit ei- 
ner Aufldsung von bis zu 10 nm. Fluoreszenzkorrelati- 
ons-Mikroskope zur quantitativen Bestimrnung von Mo- 
lekulkonzentrationen und zur Vermessung von Moiekul- 
Diffussionen. Weiterhin sind auf Fluoreszenzdetektion 
basierende Verfahren zum Screenen von Farbstoffen 



und Verfahren zur DurchfluBzytometrie eingeschlos- 
sen. 

In all den o.g. Systemen werden Fluoreszenzfarbstoffe 
zur spezifischen Markierung der Praparate eingesetzt. 
5 Die o.g. Aufgabe wird durch Verfahren und Anordnun- 
gen gemaB den unabhangigen Patentanspruchen ge- 
lost. Bevorzugte Weiterbildungen sind Gegenstand der 
abhangigen Anspruche. 

DQfchrdie" erfindungsgernaBen Verfahren konnen die " 
10 Anzahl der simultan einsetzbaren Farbstoffsignaturen, 
d.h. die Anzahl der simultan untersuchbaren Eigen- 
schaften beispielsweise von Zellen erhoht werden. Bei 
sich stark uberlappenden Spektralsignaturen der ein- 
zelnen Farbstoffe muB nach dem Stand der Technik der 
15 wellenlangenbereich zur getrennten Detektion der 
Fluoreszenzsignale einzelner Farbstoffe eingeschrankt 
werden. Dadurch verringert sich die Empfindlichkeit der 
Detektion, d.h. zu einem erhohten Rauschen der Detek- 
toren, da hohere Verstarkungen genutzt werden. Dies 
20 wird durch die erfindungsgernaBen Verfahren verhin- 
dert. Weiterhin konnen nichtspezifische Fluoreszenzsi- 
gnale, Autof luoreszenzen und Fluoreszenzen der 
MeBvorrichtung absepariert werden. 

25 Beschreibung der Erfindung 

[0012] Hintergrund des erfindungsgernaBen Verfah- 
rens ist eine spektral aufgespaltete Detektion der Fluo- 
reszenz. Dazu wird das Emissionslicht im Scanmodul 

30 oder im Mikroskop (bei Mehrphotonen-Absorption) mit 
Hilfe eines Elementes zur Trennung der Anregungs- 
strahlung von. der detektierten Strahlung wie dem 
Hauptfarbteiler (MDB) oder einem AOTF gemaB 
7346DE oder gemaB 7323DE vom Anregungslicht ab- 

35 gespalten. Bei Durch lichtanordnungen kann ein derar- 
tiges Element auch vollig entfallen. Ein Blockschaltbild 
der nun folgenden Detektoreinheit ist in Abb. 5 darge- 
stellt. Das Licht der Probe L wird nun mit Hilfe von einer 
abbildenden Optik PO bei konfokaler Detektion durch 

40 eine Blende (Pinhole) PH fokussiert, wodurch Fluores- 
zenz, die auBerhalb des Fokus entstand, unterdruckt 
wird. Bei einer nichtdescannten Detektion entfallt die 
Blende. Das Licht wird nun mit Hilfe eines winkeldisper- 
siven Elements Dl in seine Spektralanteile zerlegt. Als 

45 winkeldispersive Elemente kommen Prismen, Gitter 
und beispielsweise akusto optische Elemente in Frage. 
Das vom dispersiven Element in seine spektralen Kom- 
ponenten aufgespaltete Licht wird im AnschluB auf ei- 
nen Zeilendetektor DE abgebildet. Dieser Zeilendetek- 

50 tor DE miBt also das Emissionssignal in Abhangigkeit 
von der Wellenlange und wandelt dies in elektrische Si- 
gnale ES um. Zusatzlich kann der Detektionseinheit 
noch ein Linienfilter zur Unterdruckung der Anregungs- 
wellenlangen vorgeschaltet werden. 

55 [0013] Eine mogliche Ausfuhrungsform des opti- 
schen Strahlenganges der in Abb. 5 im Blockschaltbild 
gezeigten Detektoreinheit ist in Abb. 6 dargestellt. Der 
Aufbau beschreibt im wesentlichen einen Cerny Turner 
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Aufbau. Bei einerkonfokalen Detektion wird das Licht L 
der Probe mit der Pinholeoptik PO durch die konfokale 
Blende PH fokusiert. Bei einer nicht descanned Detek- 
tion im Falle einer Mehrphotonen-Absorption kann die- 
se Blende entfallen. Der erste abbildende Spiegel S2 
kollimiert das Fluoreszenzlicht. AnschlieBend trrfft das 
Licht auf ein Liniengitter G, beispielsweise ein Gitter mit 
einer Linienzahl von 651 Linien pro mm Das Gitter beugt 
das Licht entsprechend seiner Wellenlange in verschie- 
dene Richtungen. Derzweite abbildende Spiegel S1 fo- 
kussiert die einzelnen spektral aufgespaitenen Wellen- 
langenanteile auf die entsprechenden Kanale des Zei- 
lendetektors DE . Besonders vorteilhaft ist der Einsatz 
eines Zeilen-Sekundarelektronenvervietfachers der Fir- 
ma Hamamatsu H7260. Der Detektor besitzt 32 Kanale 
und eine hohe Empfindlichkeit. Der freie Spektraibe- 
reich der oben beschriebenen Ausfuhrungsform betragt 
etwa 350 nm. Der freie Spektralbereich wird in dieser 
Anordnung gleichmaBig auf die 32 Kanale des Zeilen- 
detektors vertellt, wodurch sich eine optische Aufldsung 
von etwa 10 rim ergibt. Somit ist diese Anordnung nur 
bedingt zur Spektroskopie geeignet. Jedoch ist ihr Ein- 
satz in einem bildgebenden System vorteilhaft, da das 
Signal pro Detektionskanal aufgrund des relativ breiten 
detektierten Spektralbandes noch relativ groB ist. Eine 
Verschiebung des freien Spektralbereiches kann zu- 
satzlich durch eine Verdrehung um DP beispielsweise 
des'Gitters erfolgen. 

[0014] In den oben beschriebenen Ausfuhrungsform 
(en) detektiert jeder Einzelkanal des Detektors DE ein 
Spektralband des Emissionsspektrums mit einer spek- 
tralen Breite von ca. 10 nm. Furjeden Bildpunkt wird die 
Summe der Spektralkomponenten der einzelnen Farb- 
stoffe, die sich an dem gerade gemessenen Bildpunkt 
befinden, auf gezeichnet. Zusatzlich sind beliebige Ein- 
zelkahale auch durch den Nutzer mit Hilfes des weiter 
unten beschriebenen Switchregister SR abschaltbar. 
Dies ist besonders zur Unterdriickung einer oder meh- 
rerer Anregungslaserlinien sinnvoll. 
[0015] Eine Anordnung zum Auslesen der Einzelka- 
nale des Detektors DE ist in Abb. 7 schematisch darge- 
stellt. Hierbei wird der an den Anoden eines Mehrka- 
nal-PMTflieBende Strom, jeweils durch den ersten Am- 
plifier A (als StromSpannungswandler geschaltet) in ei- 
ne Spannung gewandelt und verstarkt. Die Spannung 
wird elnem Integrator I zugefuhrt der uber eine entspre- 
chende Zeit (z.B. Pixel verweilzeit) das Signal integriert. 
Zur schnelleren Auswertung kann dem Integrator I ein 
KomparatorK nachgeschaltetwerden , der als einfacher 
Komparator eine Schaltschwelle hat, die bei Uber- 
schreitung ein digitales Ausgangssignal erzeugt oder 
der als Fensterkomparatorausgebildet ist und dann ein 
digitales Ausgangssignal bildet, wenn sich das Ein- 
gangssignal zwischen der oberen und unteren Schalt- 
schwelle befindet oder wenn das Eingangssignal auBer- 
halb (unter oder uber) den Schaltschwellen liegt. Die 
Anordnung des Komparators bzw. des Fensterkompa- 
rators kann sowohl vor dem Integrator als auch danach 



erfolgen. Schaltungsanordnungen ohne Integrator (so 
genannter Verstarker-Mode) sind ebenfalls denkbar. 
Bei der Anordnung im Verstarker-Mode ist weiterhin der 
Komparator K auch nach entsprechender Pegelanpas- 

5 sung vorhanden. Der Ausgang des Komparators K dient 
als Steuersignal fur ein Switch-Register SR : das direkt 
die aktiven Kanale schaltet (online) oder der Zustand 
wird dem Computer uber eine zusatzliche Verbindung 
V mitgeteift, um eine individuelle Auswahl der aktiven 

10 Kanale zu treffen (off-line). Das Ausgangssignal des 
switch-Registers SR wird direkt einem weiteren Verstar- 
ker A1 zur Pegelanpassung, fur die nachfolgende A/ 
D-Wandlung AD zugefuhrt. Die AD gewandelten Werte, 
d.h. das in jedem Bildpunkt gemessene spektral aufge- 

15 |6ste Fluoreszenzsignal der Probe wird uber eine geeig- 
nete Datenleitung an einen Rechner (PC oder Digital- 
Signal-Prozessor DSP) zur Datenverarbertung ubertra- 
gen. Aus den einzelnen spektral aufgelost gemessenen 
Bildpunkten werden im AnschluB je nach Scanmode 

2d Lambda Stacks (spektrale Verteilung pro Bildpunkt, 
gemessen mit den Detektionskanalen mit dispersiver 
Aufspaltung der detektierten Strahlung , abgefegt in 
Speicherelementen unter Zuordnung zu mindestens ei- 
ner zusatzlichen ( Bildpunkt) Koordinaten x,y und/ oder 

25 z und/ oder MeBzeit t) mit den zusatzlichen Koordinaten 
x, y, z, Zeit und Lebensdauer gebildet, wobei 

■ X und Y durch SC. abgerastert wird 

■ Z beispielsweise durch eine Verschiebung des Pra- 
30 parats entlang der optischen Achse erfolgt 

■ Zeit: die Datenaufnahme zu verschiedenen Zeiten 
erfolgt 

■ Lebensdauer: die Datenaufnahme zeitaufgelost in- 
nerhalb der Fluoreszenzlebensdauer erfolgt 

35 

[0016] Zur Vermeidung von Artefakten ist es bei einer 
Fluoreszenzmessung sinnvoll, das von der Probe riick- 
gestreute Anregungslicht zu unterdrucken oderzumin- 
destso stark abzuschwachen, dass es kleiner als oder 

40 in der gleichen GroBenordnung wie das Emissionsma- 
ximum ist. Hierzu kann der oben beschriebene zusatz- 
liche Linienfilter. oder ein entsprechend optimierter 
Hauptfarbteiler (MDB) zur optischen Abschwachung 
verwendet werden. Da die spektrale Breite der Anre- 

45 gungslaserstrahlung sehr viel kleiner als die vom Ein- 
zelkanal detektierte Bandbreite ist, kann die ruckge- 
streute bzw. refleklierte Anregungsstrahlung auch 
durch ein gezieltes Ausschalten des entsprechenden 
Einzelkanals mit dem in Abb. 7 dargestellten SR erfol- 

50 gen. Trifft die Anregungswellenlange auf zwei Detekti- 
onskanale, so kann durch eine Verdrehung des Gitters, 
eine Verschiebung des Zeil en detektor oder eine Verkip- 
pung von S1 oder S2 in Abb. 6 die Anregungslinie so 
verschoben werden, dass sie nur auf einen Detektions- 

55 kanal fallt. 

[0017^ ' n den beide oben beschriebenen Anordnun- 
gen wurde vorzugsweise eine Integratorschaltung zur 
Detektion der Einzelkanalsignale verwendet. Uneinge- 
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schrankt kann jedoch auch eine Photonenzahlung in 
den Einzelkanalen erfolgen und die Photonenzahlen 
addiert werden. 

[0018] Inn folgenden werden verschiedene Methoden 
zur Darstellung der Informationen der Probe, d.h. der 5 
Lambda Stacks beschrieben. 

Ein durch oben beschriebenes Verfahren aufgenomme- 
ner Lambda Stack ist in' seiner einfachsten Form ein 
^Sepers^Tn^y^Biraern, dle~Qie FluoreszenzinfensitSts- 
werte aus benachbarten, sehr schmalen Wellenlangen- 10 
bereichen enthalten. Kornplexere Daten erhalt man 
durch die Kombination der Aufnahme dieser Lambda 
Stacks mit z-Stapeln oder/und Zeitserien. 
[0019] Die Aufbereitung dieser Daten fur den Be- 
trachter kann in verschiedener Weise erfolgen: is 

a) Lambda-Maximum-Projektion 

Hier wird ein Graustufen-Bild aus dem Lambda 
Stack erzeugl, indern fur jede x-y-Pixel-Posiu'on 
uber die Wellenlangenbereiche der maximale In- 20 
tensitatswert ermittelt wird, der die Helligkeit des 
entsprechenden Pixels des Projektionsbildes defi- 
niert. 

b) Lambda-Coded-Projektion 25 
Hierbei wird wie bei a) eine Lambda-Maximum-Pro- 
jektion berechnet und jedes Pixel rnit der Farbe ver- 
sehen wird, die der mittleren Wellenlange des Wel- 
lenlangenbereiches entspricht, ausdern das hellste 
Pixel des Lambda Stacks stammt. 30 

c) Galerie-Ansicht fur einen einfachen Lambda 
Stack (xy?i) 

Hier werden die Einzelbiider des Lambda Stacks 
zumindest teilweise in einer Serie dargestellt. Hier- 35 
bei kann zusatzlich fur jedes Bild die mittlere Wel- 
lenlange des Bereichs, in dem die Intensitaten auf- 
genommen wurden, angezeigt werden. 

d) Galerie-Ansicht fur kornplexere Lambda Stacks 40 
Werden xy-Lambda Stacks uber z oder/und uber 

die Zeit aufgenommen, so konnen Schieber ver- 
wendet werden, urn in der Galerie die jeweilige Se- 
rie einer z-Ebene oder eines Zeitpunktes anzeigen 
zu iasseh. In einer anderen Form konnen alle xy- 45 
Bilder der Aufnahme gleichzeitig dargestellt wer- 
den, indem die spektral unterschiedlichen Bilder in 
Zeilen und die zeitlich bzw. in z-Ebene unterschied- 
lichen Bilder in Spalten dargestellt werden. Es kann 
zwischen folgenden Galerie-Ansichten gewahlt so 
werden: xy-X,, xy-z, xy-t, xy-}.-z, xy-X,-t 5 xy-z-t; wobei 
man mittels Schiebern durch die jeweils nicht ge- 
nannte Dimension blattem kann. 

Die Kombination von Lambda-Max oderLamb- 
da-Coded-Projektionen mit der Gallerie-Ansicht in 55 
Zeilen und Spalten ermioglicht die simultane Dar- 
stellung vori xy-z-t-X.-lnformatiohen. 



e) Orthbgonalschnitte durch Lambda Stacks 
Diese Darstellung zeigt eine selektierte X-Ebene ei- 
nes Lambda Stacks mit jeweils einer horizontalen 
und vertikalen Markierungslinie, die frei positionier- 
bar sind. An diesen Linien wird der Lambda Stack 
durchschnitten und das entstehende Schnittbild ne- 
ben (y-Schnitt) und uber (x-Schnitt) die X-Ebene 
projiziert. Eine Pseudo-Echtfarbkodierung kann op- 



' tionarduTcHgefurirt werden; HierbeTwird jedem 
Wellenlangenbereich seine entsprechende Spek- 
tralfarbe zugeordnet. Durch Uberlagerung der ein- 
zelnen Farbanteile in einem Bild entsteht ein farb- 
getreues Abbild der Probe. 

[0020] Referenzspektren sind z.B. die Emissions- 
spektren einzelner Farbstoffe in Reinstform, d.h. in L6- 
sungsmittel gelost bzw. gebunden in einzelnen diskre- 
ten Regionen der zu untersuchenden Probe. Die Aus- 
wahl der Regionen zurGenerierung der Referenzspek- 
tren kann mit den folgenden Verfahren erfolgen. 
Lambda Stacks beinhalten fur jedes Pixel zusatzlich die 
spektrale Information. Abb. 8a zeigt schematisch eine 
Verteilung von verschiedener ROIs (ROI 1-4) in einem 
LSM-Bild, die beisptelsweise verschieden angefarbte 
Regionen einer Ze|le reprasentieren. In Abb. 8b sind ty- 
pische zugehorige Emissionsspektren 1 -4 rriit ihren An- 
regungswellenlangen (L1-L4) dargestellt. Die Einstel- 
lung der ROIs durch den Nutzer kann beispielsweise 
wiefblgtgeschehen: Nach der Aufnahme eines Lambda 
Stacks unter Verwendurig aller oder der meisten zum 
Anregen der Farbstoffe in den einzelnen ROI-s notwen- 
digen Anregungslinien konnen Summenkanaje zwi- 
schen den einzelnen Anregungslaserlinien gebildet 
werden (L1 bis 12, 12 bis L3, L3 bis L4 und L4 gemaG 
Fig. 7b bis zurmaximalen Emissionswellenlange). Diese 
Summenkanale entsprechen Teilen der Fluoreszenz- 
bander der einzelnen Farbstoffe. Weiterhin erfolgt eine 
gleichzeitige Summation der Signale verschiedener 
Farbstoffe in gleichen Summenkanalen aufgrund der 
starken Uberlagerung. Diese Summenkanale werden 
im AnschluB farbkodiert in verschiedenen Bildkanalen 
abgelegt und miteinander ubeiiagert dargestellt. Auf- 
grund der verschiedenen lokalen Farbmischungen in 
den Bildkanalen konnen die verschiedenen ROIs durch 
den Nutzer oder durch automatische Mustererkennung 
lokalisiert werden. 

In einem 2. Verfahren zur Einstellung derverschiedenen 
ROIs erfolgt eine Vermessung des Fluoreszenzschwer- 
punktes CZ 7447. Hierzu werden im Detektor alle Ein- 
zelkanale, die mit Anregungslaserlinien bestrahlt wer- 
den abgeschalten. Jede ROI besitzt aufgrund derver- 
anderten Emissionseigenschaften der jeweils verwen- 
deten Farbstoffe einen charakteristischen Fluoreszenz- 
schwerpunkt. 

Somit konnen "die verschiedenen ROIs durch die Lage 
des charakteristischen Farbschwerpunktes unterschie- 
den und getrerint sichtbar gemacht werden. 
[0021] Zur Sichtbarmachung der spektralen Signatu- 
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ren beliebig ausgewahlter Probenstellen kann der Be- 
nutzer die ROi-Funktion einsetzen~(ROI: Region Of In- 
terest; s. Abb. 14). Hierbei werden mit einem Zeichen- 
werkzeug 3 (z. B. Polygon, Ellipse Oder geschlossener 
Spline) ein Bereich (in Abb. 14 ROI 1 und ROI 2)aufge- 
nommenen Probe im Bild 2 rnarkiert und der Graph der 
entsprechenden spektraien Signatur graphisch (Dia- 
gramm 1) durch Mittelwertbildung der im ROI einge- 
schlossenen x-y-Pixel fur jeden A.-Ebene des Lambda 
Stacks ermittelt werden. 

Prinzipiell konnen mehrere Spektralsignaturen ver- 

schiedener ausgewahlter Probenstellen gleichzeltig 

dargestellt werden, entweder in einem gemeinsamen 

oder in getrennten Diagrammen 1 . 

Die visualisierten Spektralsignaturen i geben Auf- 

schluss uber die spektrale Verteilung der Fluoreszenze- 

mission in den gewahlten Probenstellen. 

Bei Darstellung mehrerer Spektralsignaturen verschie- 

dener ROIs kann beispielsweise ermitlell werden, ob 

die Emissionsspektren der verwendeten Farbstoffe sich 

signifikant uberiagem. 

[0022] Die Spektralsignaturen der verschiedenen 
ROIs konnen wie in Abb. 12 gezeigt zur Erzeugung ei- 
nes farbkodierten Mehrkanalbildes (Bedienelement 
"Extract to Channels", Abb. 14 (4)) dienen., Es konnen 
mit Hiife der Spektralsignaturen Wellerilangenbereiche 
ausgewahlt (Abb. 12a:' ROI 1 bis 5) und'die intensitats- 
werte der entsprechenden Ebenen des Lambda Stacks 
z. B. durch Summation oder Mittelwertbildung uber die 
entsprechenden Wellenlangenbereich e. fur jeden Bild- 
punkt zusammerigefaBt werden, urn so ein Mehrkanal- 
bild (Abb. 12b) zu erzeugen, wobei jederBNdkanal einen 
Farbstoff reprasentiert (Ch 1 bis CH 5)). 
Zusatzlich konnen diese Einstellung zur elektronischen 
Summation (siehe Abb. 7) der Eihzelkanale verwendet 
werden ("Extract to Hardware", Abb. 14 (6)). Anschlie- 
Bend konnen Mehrkanalbilder mit den entsprechenden 
Einstellungen direkt gescannt werden. 
[0023] Fur eine spatere Wiederverwendung konnen 
die spektraien Signatureri einzelner ROIs, d.h. einzelner 
Farbstoffe in ihrer spezifischen Umgebung in einer 
Spektral-Datenbank (Abb. 14 (7)) gespeichert werden, 
wobei zusatzlich zu den Daten der Graphen auch die 
fur die Aufnahme des Lambda Stacks spezifischen Pa- 
rameter, wie verwendete Laserlinien, Intensitaten, Fil- 
terkonfigurationen (MDB, NFT, EF) und Einstellung des 
Deteklors (Verstarkung, Integrationszeit, Pinholepositi- 
on und -durchmesser), sowie zusatzliche Kommentare 
zur Umgebung / Preparation des zu untersuchenden 
Praparates gespeichert werden konnen. 
[0024] Bei einer Aufnahme von Lambda Stacks uber 
einen Zeitraum konnen Spektralsignaturen zu verschie- 
denen Zeitpunkten ermittelt und in einer Serie zusarrv 
mengefaBt werden. Im AnschluB konnen diese Daten in 
einer 3D-Darstellung, z.B. entsprechend Abb. 13b vi- 
sualisiert und die zeitliche Anderung der Spektralsigna- 
turen in verschiedenen ROIs vermitteit werden. Diese 
Darsteiiung kann vorteilhaft bei der Auswertung von Ex- 



perimenten wie FRET (Fluorescence Resonance Ener- 
gy Transfer) oder FRAP (Fluorescence Recovery After 
Photobleaching) mit zwei oder mehr Fiuoreszenzfarb- 
stoffen gleichzeitig eingesetzt werden (s. Abb.. 13). Dar- 
5 gestellt in Teilbild b ist das Fluoreszenzsignal (Intensity) 
in Abhangigkeit von der Wellenlange (wavelength) und 
dem Zeitpunkt (time). Man erkennt, dass das Signal im 
Wellenlangenbereich von 530 nm bis 560 nm mit der 
Zert zunimmt. Eine weitere Darstellungsform ist in Abb. 
10 1 3a gezeigt. Dargestellt sind die spektraien Einzelkana- 
le zu verschieden Zeitpunkten. Jedes Teilbild reprasen- 
tiert hierbei beispielsweise einen Wellenlangenbereich 
von 10 nm. : r 
[0025] Algorithmen zur Analyse, z.B. zur selektiven 
15 Darstellung der Beitrager einzelner Farbstoffe zum ge- 
samten von der Probe abgestrahlten Fluoreszenzsignal 
werden Im folgenden beschrieben. Die Analyse kann 
quantitatiy oder qualitativ erfolgen. Bei einer quantitati- 
ven Analyse wird pro Bildpunkt der Beitrag (d.h. die Kon- 
20 zentration) jedes einzeinen Farbstoffs zum gesamten 
von der Probe abgestrahlten Fluoreszenzsignal berech- 
net. Zum Einsatz kommen Algorithmen wie z.B. eine li- 
neare Entmischungs analyse (Lit.: Lansford, et al.; Jour- 
nal of Biomedical Optics 6(3), 311 -318, (July 2001 )). Zur 
25 Analyse werden so genannte Referenzspektren beno- 
tigt. Diese beschreiben das Fluoreszenzspektrum eines 
einzeinen Farbstoffs. Die Genauigkeit der Ergebnisse 
hangt entscheidend von der Genauigkeit der Referenz- 
spektren ab. Deshalb erfolgt erfindungsgemaB in einem 
30 Verfahren die Aufnahme der Referenzspektren simuttan 
wahrend der Untersuchung des Praparats (s.u.). Die 
Beitrage der jeweiligen Farbstoffe werden in verschie- 
dene Bildkana|e eingeordnet, wobei jedem Bildkanal ei- 
ne spezifische Farbe zugeordnet wird. Die Helligkeit der 
35 Farbe wird durch die GroBe des Beitrags bestimmt. Im 
AnschluB konnen die einzeinen Bildkanale uberlagert in 
einem Bild dargestellt werden und es entsteht ein farb- 
kodiertes Bild (s. o. Lambda coded). Bei einer quali- 
tativen Analyse erfolgt eine Klassifizierung, d.h. jedem 
40 Bildpunkt wird jeweils nur der Farbstoff, der den groBten 
Beitrag zum gesamten von der Probe abgestrahlten 
Fluoreszenzsignals erzeugt, zugeordnet. Die Zuord- 
nung erfolgt wiederum in einem Bild in verschiedene 
Bildkanale, wobei jedem Bildkanal eine spezifische Far- 
45 be zugeordnet werden kann. Verwendet werden hierzu 
Algorithmen wie z.B. eine principal component analysis 
(PCA/ Lit.: IT. Joliffe, Principal Component Analysis, 
Springer- Veriag, New York, 1986.). Man erhalt durch 
diese Art von Algorithmen eine so genannte Maskierung 
50 des Bildes (Farbstoffmaske), wobei sich in Bereichen 
gleicher Farbe identische Farbstoffe befinden. 
[0026] Im folgenden werden Verfahrensablaufe zur 
Trennung von Farbstofffluoreszenzen erlautert. 
Fur den Fall, daB die Spektralsignatureh der selektier- 
55 ten ROIs jeweils nur das Emissionssignal von genau ei- 
nem der verwendeten Farbstoffe in der Probe reprasen- 
tieren (Referenzspektren), so konnen diese besonders 
vorteilhaft fur eine quantitative Analyse (z.B. digitale 
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Entmischung, Abb. 14 (5)) der Emissionssignale ver- 
wendet werden (Abb. 9a). Diese hat als Eingangsdaten 
den zugrundeliegenden Lambda Stack sowie die Spek- 
tralsignaturen von n gewahlten Probenstellen (ROI), 
wobei n die Anzahl-der in-der Probe verwendeten Farb- 
stoffen ist. Das Ergebnis der quantitativen Analyse (z. 
B. Entmischung) ist ein Biid aus n einzelnen Bildkana- 
len, diejeweilsnur die Information der Emissionssignale 

~ von~einem~Farbstoff enthalten: : " 

[0027] Eine weitere Vorgehensweise zur quantitati- 
ven Analyse (z.B. digitalen Entmischung) der Emissi- 
onssignale verwendet als Eingangsdaten einen Lamb- 
da Stack und dazu Referenzspektren, die zuvor in einer 
Spektren-Datenbarik gespeichert wurden (Abb. 9b). 
Diese Referenzspektren konnen einem Experiment 
(Kalibriermessung) entstammen, bei dem eine Probe 
(oder spezlfische Regionen) mit jeweils nur genau ei- 
nem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurde. Diese Vorge- 
hensweise ist beispielsweise erforderlich, wenn die 
Farbstoffe im eigentlichen Experiment uberwiegend ko- 
lokalisieren und so nicht fur jeden Farbstoff eine Pro- 
benstelle mit reinem Emissionssignal, ohne spektrales 
Obersprechen einer anderen Emission, gefunden wer- 
den, d.h. kein ROI eingezeichnet kann. 
Zusatztich konnen die Referenzspektren aus der Daten- 
bank vor Auf nahme des Lambda Stacks durch den Nut- 
zer ausgewah It werden und wan rend der Akquisitionso- 
fort eine quantitative Analyse (z.B. digitale Entmi- 
schung) des Lambda Stacks durchgefuhrt werden. Als 
Ergebnis wird das n-kanalige Bild auf clem Bildschirm 
angezeigt. Eine speicherintensive Zwischenspeiche- 
rung der Lambda Stack-Daten kann hierbei entfallen. 
[0028] In einem weiteren in Abb. 11 schematisch dar- 
gestellten Verfahren werden quantitativ analysierte Da- 
terisatze (farbkodiertes Bild) und die Referenzspektren 
entsprechend der Anzahl der Farbstoffe auf einem Da- 
tentrager anstatt des Lambda Stacks abgelegt. Dies hat 
den Vortei!,'dass die GroBe des Datensatzesohne gra- 
vierendeh Verlust an Signalihformation gespeichert 
werden kann. Wird beispietsweise ein Lambda Stack 
mit 32 Einzelkanalen in 512x512 Bildpunkten und 8 bit 
detektiert so betragt die GroBe des Bildstapels ca. 1 6 
Megabyte. Durch Speicherung des farbkodierten Bildes 
verringert sich die GroBe des Datensatzes um einen 
Faktor 32 auf ca. 0.5 Megabyte zuzGglich der Referenz- 
spektren. Die Anzahl der Datenpunkte in den Referenz- 
spektren betragt 32 multipliziert mit der Anzahl der Farb- 
stoffe. Aus den abgelegten Daten (Referenzspektren) 
und farbkodierten Bild kann im AnschluB im Computer 
wieder der Lambda Stack berechnet werden. Die Eie- 
rechnung erfolgt im einfachsten Fa lie durch eine Multi- 
plikation der Referenzspektren mit den jeweiligen Bild- 
kanalen des farbkodierten Bilds. Eirie Datenreduktion 
ist insbesondere bei der Auf nahme- von. so genannten 
Zeitserierv oder von Zeitserien mit dreidimensionaler 
Bildinfontiation notig. 

[0029] In einem weiteren Verfahren, dessen Ablauf- 
schema in Abb. 9C dargestellt ist erfolgt ausgehend 



vom Lambda Stack im ersten Schritt eine qualitative 
Analyse. Durch diese Analyse konnen zum einen Berei- 
che im Praparat aufgesucht werden, in denen sich glei- 
che Farbstoffe raumlich verteilt befinden. Zum anderen 
5 konnen automatisch ohne .Eingriff des Nutzers die fur 
die anschlieBende quantitative Analyse benotigten Re- 
ferenzspektren generiert werden. Fur die qualitative 
Analyse z.B. PCA sind keine zusatzlichen Eingangspa- 
~ rameter auBer dem Lambda Stack notig. Die so geworF 
10 nenen Referenzspektren und der Lambda Stack dienen 
im AnschluB als Eingangsparameter fur eine quantitati- 
ve Analyse deren Ergebnis wiederum eine farbkodiertes 
Biid ist. 

In einem weiteren Verfahren nach Abb. 9D erfolgt eine 
*5 eingeschrankte qualitative Analyse des Lambda 
Stacks. Bei der eingeschrankten. qualitativen Analyse 
werden nur Spektren zugelassen, die vortier durch den 
Nutzer definiert worden sind und z.B. in einer Farbstoff- 
dalenbank abgelegt wurden. 
20 [0030] Der Algorithmus sucht aus diesen vordefinier- 
ten Farbstoffspektren die Exemplare (d.h. Farbstoffe) 
heraus, die am besten zu dem spektral aufgelost ge- 
messenen Fluoreszenzsignal passen und definiert so- 
mit wiederum die Referenzspektren. Die so gewonne- 
25 nen Referenzspektren und der Lambda Stack dienen im 
AnschluB als Eingangsparameter fur eine quantitative 
Analyse deren Ergebnis wiederum eine farbkodiertes 
Bild ist. 

[0031] Anwendungen Farbstoffe mit Verschiebun- 

30 gen des Emissiohsschwerpunkts Emissionsratio- 
farbstoffe werden in verschiedenen biomedizinischen 
Anwendungen zum Beispiel zur Bestimmurijg von lo- 
nen- und Metabolitkonzentrationen oder deren Ande- 
rungen z.B. in zellularen Kompartimenten oder Losun- 

35 geh eingesetzi. 

[0032] Die Reversibie Interaktion mit dem spezifi- 
schen Bindungspartner(Liganden wiez.B.: Ca 2 + Mg 2+ , 
H + ) resultiert in einer spektralen Verschiebung der Fluo- 
reszenzemission dieser Farbstoffe (I ndo-1, SNARF; 

f0 Molecular Probes Inc.). Zu dem zu einem gegebenen 
Zeitpunkt im Bepbachtungsvolumen gemessenen 
Emissiohsspektrum tragen in der Regel zwei Zustande 
des Farbstoffs, F F (freier Farbstoff) und F B (Farbstoff mit 
gebundenem Liganden) (Abb. 15a) bei, deren relative 

45 Anteile in einem gegebenen Volumen wiederum von der 
Affinltat zwischen Farbstoff und Ligand, beschrieben 
durch die Dissoziationskonstante (K D ), gekennzeichnel 
, ist. Damit ist das Verhaltnis der Fluoreszenzen von F F 
und F B ein MaB fur die Konzentration des Liganden. Ei- 

so ne Anwendung der oben beschrieben en Verfahren kann 
darin bestehen, mit Hilfe der oben beschriebenen An- 
ordnung und vom Nutzer festzulegenden ROis, die zu 
den Bindungszustanden F F und F B gehorigen Emissi- 
onsspektren (Abb. 15b) im untersuchten biologischen 

55 System (in vivo) oder in Losungen (in vitro) zu bestim- 
men. Fur ionensensitive Emissionsratiofarbstoffe ge- 
lingt dies z.B. durch Einsteljung von ionenfreien bzw. 
Sattigungsbedingungen. Die Referenzspektren konnen 
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auch mit Hilfe einer quailtativen Analyse ermittelt wer- 
den. Hierbei ist es vorteilhaft die Anzahl der Farbstoff- 
komponenten (im beschriebenen Verfahren 2 Kompo- 
nenten F F und F B entsprechend Abb. 15a) durch den 
Nutzer vorzugeben. Diese Refernzspektren konnen zur 
Berechnung des Beitrags der Farbstoffzustande (F F 
bzw. F B ) zu den Fluoreszenzemissionen in den Bild- 
punkten eines Lambda Stacks oder einer Serie zu ver- 
schiedenen Zeitpunkten oder verschiedenen Probene- 
benen aufgenommenen Lambda Stacks mit Hilfe der 
quantitativen Analyse (z.B. iinearen Entmischungs-AI- 
gorithmen) genutzt werden (Figure 9). Durch anschlie- 
Bende Pixel-fur Pixel-Division der in zwei verschiedene 
Bildkanale eingeordneten Sighale ergibt sich ein von 
der Farbstoffkonzentration unabhangiges sublineares 
MaB der Ligandenkonzentration R (Ratio; Abb. 1 0), des- 
sen raumliche Verteilung und/oder zeitliche Dynamik. 
Anhand von in vitro- oder in vivo Eichdaten, die mit dem 
jeweiligen EmissionsraLiofarbstoff und bekannten Li- 
gandenkonzentrationen erhoben wurden, lassen sich 
aus den Werten R absolute Konzentrationsangaben er- 
mitteln (Gleichungskalibrierung, Titrations- kali brie- 
rung). 

[0033] Entsprechend konnen nach dem beschriebe- 
nen Verfahren zum Beispiel auch Mischungen von 2 
Farbstoffen eingesetzt werden, (1 ) die mit dem gleichen 
Liganden interagieren, (2) deren Emissionsschwer- 
punkte sich unterscheiden nicht aber mit der Liganden- 
bindung verandern und (3) deren Fluorezenzquanten- 
ausbeute, sich in Abhangigkeit von der Ligandenbin- 
dung entgegengesetzt verandern (z.B.: Fluo-3 und Fura 
Red, Molecular Probes Inc.). 

[0034] FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Trans- 
fer) ist der strahlungslose Transfer von Photonenener- 
gie von einem angeregten Fluorophor (dem Donor) an 
einen andereh Fluorophor (den Akzeptor). Vorausset- 
zung sind u.a. Uberlappungen der Donor-Emissions- 
und Akzeptor-Anregungsspektren und enge raumliche 
Assoziation von Donor und Akzeptor. In biomedizini- 
schen Anwendungen wird der FRET- Effekt z.B dazu ge- 
nutzt lonen-oder Metabolitkonzentrationen (Ca 2+ , 
cAMP, cG MP) oder andere z.B. ligandenabhangige 
Strukturveranderungen (z.B. Phosphorylierungszu- 
stand von Proteinen, Konformationsanderungen von 
DNA) zu bestimmen und zu verfolgen. Dies gelingt 
durch Kopplung der FRET-Partner, Donor und Akzeptor 
(z.B. die synthetischen Fluorochrome FITC und Rhoda- 
min oder die genetisch kodierten fiuoreszierenden Pro- 
teine CFP und YFP) an ein Molekul.das durch die spe- 
zifische Interaktion mit dem zu beobachtenden lonen, 
Metaboliten oder Liganden Veranderungen in seiner 
Sekundarstruktur erfahrt (Beispiel Miyawaki et al.; Proc 
Natl Acad Sci USA 96, 21 35-21 40, (March 1 999); Figure 
1 7) oder an je eines von zwei Molekulen, die permanent 
oder in Abhangigkeit von Umgebungsbedingungen in- 
teragieren. Abb. 1 6 zeigt das Emissionsspektrum fur die 
FRET Partner fur unterschiedliche Abstande zwischen 
Donor und Akzeptor (a - groBer Abstand kein FRET / b 



- kleiner Abstand FRET Wechselwirkung). In beiden 
Fallen sind Unterschiede in den Anteilen des freien und 
liganden-gebundenen FRET-Systems im Beobach- 
tungsvolumen mit spektralen Unterschieden in der Fluo- 

5 reszenzemission des FRET-Systems verbunden. Bei 
bevorzugter Anregung der Donorfluoreszenz drticken 
sich Zunahmen oder Abnahmen der Ligandenbindung 
in gegenlaufigen Veranderungen der Amplituden der 
Fluoreszenzemissionen der beiden FRET-Partner aus 

10 (Figure 16). 

Eine Nutzung des hier beschriebenen Verfahrens z.B. 
fur die genannten FRET-Messungen besteht darin, die 
Probe mit Licht nahe dem Anregungsoptimum des 
FRET-Partners 1 (Donoranregung, X^) zu bestrahlen. 

15 Der am Multikanaldetektor in . Form eines Lambda 
Stacks oder einer Serie von Lambda Stacks (Z oder t) 
erfasste Spektralbereich umfasst die Emlssionsberei- 
che beider FRET-Partner (Figure 1 8/Teilbild 1a). Durch 
Definition von ROIs (siehe pben) kann das zeilliche Ver- 

20 halten der Spektralsignaturen sichtbargemacht werden 
(Teilbild 1b). 

Die ais Lambda Stacks aufgenommenen Fluoreszenz- 
signale werden dann der quantitativen Analyse (z.B. Ii- 
nearen Entmischungsanalyse) zu unterzogen (Figure 

25 18 / Teilbild 2). Die dazu benotigten Referenzspektren 
konnen zunachstz.B. in Praparationen oder Losungen, . 
die nur einen der FRET-Partner enthalten (in vivo oder 
in vitro), durch Aufnahme eines Lambda Stacks bei der 
Anregungswellenlange (^, Donoranregung) und Nut- 

30 zung der ROI-Funktion ermittelt werden (siehe oben 
bzw. Abb. 9). Definition von ROIs in den aus der quan- 
titativen Analyse resultierenden Kanaien ermoglicht, die 
Fluoreszenzintensitaten der FRET-Partner und ihre 
zeitlichen Veranderungen grafisch darzustellen. Pixel- 

35 weise Division der aus der quantitativen Analyse (Ent- 
mischungsanalyse oder PCA) resultierenden beiden 
Bildkanale ergibt Bilder deren Pixelwerte Maf3e fur den 
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer bzw. FRET-Sy- 
stem-Liganden-lnteraktion reprasentieren (Figure 18 

40 /Teilbild 3) und anhand geeigneter Eichdaten (Titrati- 
onseichung u.a.) z.B. die zu beobachtenden lonen-, Me- 
tabolit und Ligandenkonzentrationen errechnet werden 
konnen. 

[0035] Eine weitere Anwendung der oben beschrie- 
45 benen Verfahren besteht in der Separierung von Signa- 
len, die fur jewellige Untersuchung nicht von Interesse 
sind bzw. ihre Analyse storen. Dies konnen z.B. Hinter- 
grundlicht, Autofiuoreszenzen, ruckgestreutes Anre- 
gungslichtoder Raumlichtsein. Wird zuhachst die spek- 
50 trale Verteilung dieser Signale in nicht weiter angefarb- 
ten Kontroll-Praparationen (Autofluoreszenz, ruckge- 
streutes Anregungslicht) oder in Abwesenheit der Pra- 
parate (Hintergrundlicht, Raumlicht) ermittelt, konnen 
die erhaltenen Spektren wie die Referenzspektren der 
55 zu untersuchenden Farbstoffe in die lineare Entmi- 
schungsanalyse mit einbezogen werden (Figures 9 und 
10). Nach Entmischung werden sie damit einem sepa- 
raten Bildkanal zugewiesen und von den zu untersu- 
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chenden Signafen getrennt, die damlt gesondert be- 
trachtet werden konnen. 

[0036] Zusammenfassende Begriffserklarungen: 
X-stack 

spektrale Verteiiung pro Bildpunkt, gemessen mit 
den Detektionskanalen mit dispersiver Aufspaltung 
der detektierten Strahlung, abgelegt in Speicher- 

elementen unterZuordnung zu mindestens~einer~ 

zusatzlichen (Bildpunkt) Koordinaten x,y und/ oder 
Z und/ oder MeBzeit t 

Quantitative Analyse 

Pro Bildpunkt wird der Beitrag (der Anteil) jeder 
Spektralsignatur zum gesamten von der Probe 
kommenden Signal (z.B.FIuoreszenzsignal) be- 
rechnet (Entmischungsverfahren). Die Berechnung 
erfolgt anhand von Referenzspektren, die das 
Speklrum der einzelnen Spektralsignasturen (z.B. 
Farbstoffe) charakterisieren und in einer Datenbank 
abgespeichert, aus dem Bild generiert (ROI) oder 
durch qualitative Analyse (PCA) generiert wurden 
sind. 

Bildkanale: 

Jedem gewahlten Spektralbereich wird eine Farbe 
bei derbildlichen Darstellung der Probe zugeordnet 
(Falschfarbendarstellung), wobei die Intensitat der 
Farbe dem Beitrag des Farbstoffs/ Spektralsignatur 
entspricht, gemessen wird beispielsweise in meh- 
reren Detektionskanalen durch entsprechende Fil- 
ter. 

[0037] Farbkodiertes Bild (Mischbild) entsteht durch 
bildliche Darsteliung mehrerer Farben uberiagert, wenn 
in einem Probenbereich mehrere Spektralsignaturen / 
Farbstoffe enthalten sind: 

Qualitative Analyse 

Jedem Bildpunkt wird die Spektralsignatur/ Farb- 
stoff zugeordnet, der den groBten Beitrag des ge- 
samten von der Probe kommenden Signals er- 
zeugt. 

Farbstoffmaske: 

Spektralsignaturen / Farbstoffe an verschledenen 
Orten werden mil unterschiedlichen Farben darge- 
steltt, wobei die Intensitat jeweils gleichmaBig ist. 

ROI: 

Vom Nutzerausgesuchte und markierte Regionen , 
wobei durch qualitative Analyse Gebiete gleiche 
Spektralsignaturen / Farbstoffe auch automatisch 
aufgesucht und markiert werden konnen 
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Patentansp ruche 



Verfahren zur Untersuchung von Proben, 
wobei fur Probenpunkte oder Punktverteilungen ei- 
ne .spektrale- Aufspaltung der_ von der Probe kom- 
menden Strahlung erfolgt, 

vorzugsweise zum Betrieb eines Laser-Scanning - 
Mikroskopes oder einer Fluoreszenz-Screeningan- 
ordnung oder eines DurchfluBzytorneters, 
wobei ein A.- stack erzeugt wird, indem die spektrale 
Verteiiung mit einzelnen Detektionskanalen ge- 
messen wird und die Signale der Detektionssignale 
mit mindestens einer der Ortskoordinaten x,y oder 
z und/ oder dem MeBzeitpunkt t zugeordnet abge- 
speichert werden 



2. 



20 



25 



30 



Verfahren nach Anspruch 1 , 
wobei uber einer Farbe oder einem Spektralbereich 
zugeordnete Bildkanale und farblicher Zuordnung 
Falschfarbenbilder erzeugt werden 

Verfahren nach mindestens einem der vorangeh en- 
den Anspruche, 

wobei uber Eingabemittel oder automatisch ROI als 
interessierende Probengebiete markiert werden 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei die ROI zur Bildung von Referenzspektren 
herangezogen werden 



5. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei ein farbkodiertes Bild durch Uberiagerung 
35 mehrerer Bildkanale erzeugt wird , wenn in einem 
Probenbereich mehrere Farbstoffe enthalten sind 

6. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

^0 wobei uber Eingabemittel ROI als interessierende 
Probegebiete markiert werden , aus denen Refe- 
renzspektren gebildet werden und mittels der Refe- 
renzspektren durch quantitative Analyse ein farbko- 
diertes Bild erzeugt wird 

45 

7. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei uber Eingabemittel ROI als interessierende 
Probengebiete markiert werden und mittels Refe- 
50 renzspektren aus einer abgespeicherten Daten- 
bank eine quantitative Analyse erfolgt 



8. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei eine qualitative Analyse erfolgt und interes- 
sierende Probengebiete als ROI gebildet werden 
die zur Bildung und Abspeicherung von Referenz- 
spektren herangezogen werden. 
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9. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspruche, 

wobei Eingabemittel zur Auswahl von Farbstoffen 
vorgesehen sind, die mittels einer Farbstoffdaten- 
bank quantrtativ analysiert und dargestellt werden 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 

wobei die Farbstoffdatenbank von markierten ROI 
erzeugt wird 

1 1 . Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspruche, 

wobei aus einem durch Uberlagerung mehrerer 
Bildkanale entstehenden farbkodierten Bild 
zur Bestimmung der lonenkonzent ration das Ver- 
haltnis der spektralen Anteile gebildet wird 

12. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspruche, 

wobei Bildkanale oder Detektionskanale ausge- 
schalten werden, die unerwunschten Signalen wie 
Autofluoreszenz oder Reflexion oder unspezifi- 
scher Fluoreszenz entsprechen 

1 3. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspruche, 

wobei aus einem abgespeicherten farbkodierten 
Bild und einem Referenzspektrum X- stacks be- 
rechnet werden, die der gemessenen spektralen 
Verteilung mit einzelnen Detektionskanalen ent- 
sprechen 

14. Verfahren nach Anspruch, 

wobei aus diesen X- stacks weiterefarbkodierte Bil- 
der gebildet und/ oder ROI markiert und ausgewer- 
tet werden 

15. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspruche, 

wobei die spektrale Breite der Detektion verander- 
iich ist, innerhalb derer die spektrale Verteilung zu- 
sammengefaBt detektiert wird und derein Bildkanal 
zugeordnet ist 

16. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspruche, 

wobei die Spektren in ROI ausgewertet werden 

1 7. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei Einstellelemente zur Einstellung der spektra- 
len Breite vorgesehen sind 

1 8. Verfahren nach mindestens einem dervorangehen- 
den Anspruche, 

wobei die eingestellte spektrale Breite durch digita- 
ie Signalverknupfung oder elektronische Verknup- 
fung von Detektionskanalen erzeugt wird. 



1 9. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei eine Darstellung von Einstellelementen und 
der spektralen Breite auf einem Monitor so erfolgt, 
5 daft eine raumliche Zuordnung der Einstellbereiche 

der Einstellelemente zur spektralen Breite voriiegt 

20. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

10 wobei Schieberegler vorgesehen sind, deren Posi- 
tion auf dem Monitor der Position des zugehorigen 
Spektralbereiches entspricht 

21 . Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
15 den Anspruche, 

wobei bei Einstellung des Zeigers einer Computer- 
maus auf das Einstellelement die eingestellte Wel- 
lenlange und bei Einstellung zwischen zwei Einstel- 
lelemente der eingestellte Wellenlangenbereich auf 
20 dem Monitor angezeigt wird. 

22. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei auf einem Monitor eine wellenlangenabhan- 
25 gjge Darstellung des zeitlichen Verhaftens von Pro- 
benbereichen oder der gesamten Probe erfolgt 

23. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

30 wobei ein Graustufenbild aus dem lambda stack er- . 
zeugtwird, indem furjedex r y Pixelposition uber die 
Wellenlangenbereiche der maximale Intensitats- 
wert ermittelt und dargestellt wird 

35 24. Verfahren nach Anspruch 23. 

wobei weiterhin jedes Pixel mit der Farbe charakte- 
risiert wird, die der mittleren Wellenlange des Wel- 
lenlangenbereiches entspricht, aus dem das hellste 
Pixel des lambda stack stammt 

40 

25. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

wobei die Einzelbilder des lambda stack zumindest 
teiiweise seriell nebeneinander oder hintereinander 
« uberlappend auf einem Bildschirm dargestellt wer- 
den 

26. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, 

so wobei neben einer xy, lambda Darstellung auch 
zeitabhangige und/ oder z abhangige Ansichten ge- 
neriert und angezeigt werden 

27. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
55 den Anspruche, 

. wobei der lambda stack durchgeschnitten wird und 
die entstehenden Schnittbilder dargestellt werden 
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28. Verfahren hach einem der vorangehenden Anspru- 
che, wobei die quantitative Analye ein Entmi- 
schungsverfahren ( unmixing) beinhaltet 

29. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 5 
che : wobei die qualitative Analyse ein PCA Verfah- 
ren beinhaltet. 
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